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RESUMO

O cancer de ovario ¢ a oitava neoplasia mais comum entre mulheres e o tumor ginecoldgico
mais letal globalmente. Fus6es génicas sdo consideradas precursores, biomarcadores e/ou alvos
terapéuticos em diversos tumores, ajudando no diagndstico e manejo dos pacientes. Neste
estudo, foram avaliadas amostras de tecido tumoral fixadas em formaldeido e incluidas em
parafina (FFPE) de 24 pacientes com cancer epitelial de ovério atendidas no Hospital
Luxemburgo do Instituto Méario Penna entre 2015 a 2019. O DNA e RNA extraidos dessas
amostras foram sequenciados utilizando o painel QlAseq Multimodal Pan-Cancer (Qiagen). A
deteccdo das fusdes génicas foi feita com o programa QIAGEN CLC Genomics Workbench 23.
Realizou-se PCR convencional de PCR hemi-nested para validacdo das fusées. O docking
Molecular foi realizado pelo programa MOE, e demais analises in silico foram feitas a partir
de programas, ferramentas e bancos de dados disponiveis publicamente. Cinco fusdes foram
identificadas em cinco pacientes: KDM7A-BRAF, BRAF-TMEM178B, BRCA1-VATIL,
NOTCH2NLB-NOTCH2 e NOTCH2-NOTCH2NLB, sendo a Gltima a Gnica recorrente, presente
em trés dos cinco casos. Contudo, fusbes envolvendo NOTCH2 e NOTCH2NLB foram
desconsideradas devido a alta probabilidade de se tratarem de falso-positivos em razdo da
homologia entre estes genes. A fusdo BRCA1-VAT1 pode impactar o reparo por recombinagédo
homologa, inibir apoptose e favorecer a sintese de lipidios, contribuindo para 0 aumento da
demanda energética tumoral. Ja as fusbes BRAF-TMEM178B e KDM7A-BRAF podem
desregular vias de sinalizac&o cruciais para a proliferacéo celular, como MAPK/ERK e PI3K,
além de afetar a regulacdo epigenética por meio da modificacdo na condensagdo da cromatina.
As analises sugerem que as fusdes BRCAL-VAT1, BRAF-TMEM178B e KDM7A-BRAF
poderiam contribuir para a carcinogénese ovariana, especialmente em casos de recidiva, ja que,
no tumor primario, sua frequéncia é reduzida — exceto para BRAF-TMEM178B, detectada em
alta frequéncia. Como préximos passos sera importante uma caracterizagdo mais detalhada do
perfil de mutagcbes dos tumores das pacientes. Os achados deste estudo reforcam a importancia
da caracterizacéo de fusfes génicas em tumores ovarianos, destacando seu papel na biologia do
cancer epitelial de ovario e a necessidade de investigacOes adicionais para compreender seu

impacto e potenciais implicagdes clinicas.

Palavras-chave: Cancer de Ovaério; Cancer Epitelial de Ovério; Fusdes Génicas



ABSTRACT

Ovarian cancer is the eighth most common malignancy among women and the most lethal
gynecologic tumor worldwide. Gene fusions are considered precursors, biomarkers, and/or
therapeutic targets in various tumors, aiding in patient diagnosis and management. In this study,
formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tumor tissue samples from 24 patients with
epithelial ovarian cancer treated at Hospital Luxemburgo of the Instituto Mario Penna between
2015 and 2019 were analyzed. DNA and RNA extracted from these samples were sequenced
using the QIAseq Multimodal Pan-Cancer panel (Qiagen). Gene fusion detection was
performed using the QIAGEN CLC Genomics Workbench 23 software. Conventional PCR and
hemi-nested PCR were conducted for fusion validation. Molecular docking was performed
using the MOE software, and additional in silico analyses were carried out using publicly
available programs, tools, and databases. Five fusions were identified in five patients: KDM7A-
BRAF, BRAF-TMEM178B, BRCA1-VAT1, NOTCH2NLB-NOTCH2, and NOTCH2-
NOTCH2NLB, with the latter being the only recurrent fusion, present in three of the five cases.
However, fusions involving NOTCH2 and NOTCH2NLB were disregarded due to the high
likelihood of being false positives resulting from gene homology. The BRCA1-VAT1 fusion
may impact homologous recombination repair, inhibit apoptosis, and promote lipid synthesis,
contributing to increased tumor energy demand. Meanwhile, the BRAF-TMEM178B and
KDM7A-BRAF fusions may dysregulate key signaling pathways involved in cell proliferation,
such as MAPK/ERK and PI3K, in addition to affecting epigenetic regulation through chromatin
condensation modification. The analyses suggest that the BRCA1-VAT1, BRAF-TMEM178B,
and KDM7A-BRAF fusions could contribute to ovarian carcinogenesis, particularly in
recurrent cases, as their frequency is low in primary tumors—except for BRAF-TMEM178B,
which was detected at high frequency. As a next step, a more detailed characterization of the
mutational profiles of the patients' tumors will be crucial. The findings of this study reinforce
the importance of characterizing gene fusions in ovarian tumors, highlighting their role in the
biology of epithelial ovarian cancer and the need for further investigations to understand their

impact and potential clinical implications.

Keywords: Ovarian Cancer; Epithelial Ovarian Cancer; Gene Fusions
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) define cancer como “o nome dado a um conjunto de
mais de 100 doencas, que ttm em comum o crescimento desordenado de células, que invadem
tecidos e orgdos” (INCA, 2022). Essa defini¢do, embora minimamente satisfatoria para o
proposito de comunicar o conceito a um publico leigo, simplifica uma condicdo que, sob anélise

mais detalhada, revela-se extremamente complexa e multifacetada.

Douglas Hanahan e Robert Weinberg, ao longo de suas carreiras, elucidaram as multiplas
caracteristicas compartilhadas pelas neoplasias malignas em trés publicacdes fundamentais,
langadas em 2000, 2011 e 2022. Além do crescimento desordenado e da capacidade de invasdo,
0s autores destacaram diversas outras marcas, que caracterizam o cancer, como a sustentacio
da proliferacdo celular crénica, a evasdo dos mecanismos de supressdo do crescimento, a
resisténcia a morte celular programada, o potencial replicativo ilimitado, a inducdo da
angiogénese, a infiltracdo em tecidos adjacentes e a formacdo de metéstases, além da
reprogramacao do metabolismo celular e da evaséo da destruicdo imunoldgica (Fig.1).

Em suas atualizacBes mais recentes, Hanahan e Weinberg (2011 e 2022) incluiram conceitos
adicionais, que ampliam a compreensdo da biologia tumoral, como a instabilidade gendmica, a
ativacdo do sistema imune inato, a plasticidade fenotipica, a reprogramacao epigenética, a
influéncia de microbiomas polimérficos e a presenca de células senescentes. Essas marcas

refletem a complexidade do cancer, que vai além do simples crescimento celular desordenado
(Fig.1).
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Figura 1. Caracteristicas compartilhadas entre os diversos tipos de cancer
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FONTE: Adaptado d¢ HANAHAN; WEINBERG, 2022.

Tais caracteristicas compartilhadas devem-se a um fator em comum: as alteracfes genéticas. O
cancer surge a partir de um acumulo de mutacdes, que ndo sdo devidamente reparadas pela
maquinaria de reparo do DNA. Essas mutacGes podem incluir, entre outros, as alteragdes

pontuais, alteracdes no nimero de copias e rearranjos cromossémicos.

Sob essa perspectiva, as mutacdes podem ser classificadas como passageiras, quando nao
resultam em alteracdes vantajosas do ponto de vista da carcinogénese, ou como condutoras,
quando promovem ou contribuem para o desenvolvimento e progressao do cancer. As mutacoes
condutoras afetam genes envolvidos em vias, que influenciam direta ou indiretamente a
proliferacdo ou a morte celular, principalmente oncogenes e supressores tumorais. Os proto-
oncogenes sdo genes gque, em sua atividade normal, participam da regulacdo da proliferacdo
celular. Quando sofrem mutacGes, podem se transformar em oncogenes, promovendo a
proliferacdo celular exacerbada. Por outro lado, os genes supressores tumorais tém a funcao de
limitar a proliferacdo celular; quando mutados, podem ser inativados, o0 que contribui para o
crescimento descontrolado das células (MCINNES, 2016).

Além disso, em muitos casos 0 cancer se comporta como uma doencga multifatorial, influenciada
n&do apenas por fatores genéticos, mas também por fatores ambientais, que contribuem para sua
incidéncia e desenvolvimento, aumentando o risco de mutagfes. Exemplos incluem a exposicéao
excessiva a luz ultravioleta, o consumo de alcool, o tabagismo e a obesidade (WILD,;
WEIDERPASS; STEWART, 2020). Em contrapartida, a pratica regular de atividade fisica e
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uma alimentacédo balanceada e saudavel, podem ser modulados para reduzir os riscos, por meio
da regulacdo epigenética (FRIEDENREICH; RYDER-BURBIDGE; MCNEIL, 2021).

Com o aumento da populagéo, da expectativa de vida e a auséncia de melhorias significativas
nos habitos de vida, projeta-se um crescimento no numero de casos de cancer, destacando sua
relevancia no contexto da salde global. No Brasil, de acordo com Santos e colaboradores
(2023), estima-se a ocorréncia de 704 mil novos casos de cancer no periodo de 2023 a 2025,
evidenciando a importancia da doenca e a necessidade de estudos, que abranjam sua

complexidade.
1.2 Cancer de ovario

O cancer de ovario ¢ a oitava neoplasia mais comum entre as mulheres. Em 2022, cerca de
300.000 novos casos foram diagnosticados e houve aproximadamente 200.000 6bitos por
consequéncia da doenca no mundo, sendo a segunda maior causa de morte por tumores
ginecologicos (Globocan, 2022). A alta taxa de mortalidade se deve principalmente ao
diagndstico tardio devido a falta de métodos de rastreio. Sem sintomas especificos, a progressao
do cancer de ovario apresenta incbmodos como distensdo abdominal, constipacdo e pressao
pélvica, comuns a outras condi¢cdes (ORR; EDWARDS, 2018). Os principais métodos de
rastreio incluem ultrassonografia, tomografia computadorizada pélvica e deteccdo do marcador
tumoral CA125 (GOFF et al., 2011)

O céncer de ovario pode ser classificado com base na célula de origem. Os tipos ndo epiteliais
representam cerca de 5% dos casos e incluem: cancer de células germinativas, que se origina
nas células responsaveis pela producdo dos ovulos; cancer do estroma do corddo sexual,
derivado de diferentes células do tecido conjuntivo, como as células da granulosa, Sertoli e/ou
Leydig; carcinoma de pequenas células; e sarcoma de ovéario, que tem origem em células
mesenquimais (TORRE et al., 2018).

Ja o cancer epitelial de ovario (CEQ) é o tipo mais frequente, correspondendo a 95% dos casos.
Devido a sua heterogeneidade histoldgica, molecular e microambiental, o CEO é subdividido
em cinco grupos principais: seroso de alto grau (HGSOC, do inglés High-Grade Serous Ovarian
Cancer), seroso de baixo grau (LGSOC, do inglés Low-Grade Serous Ovarian Cancer), cancer
de células claras (OCCC, do inglés Ovarian Clear Cell Carcinoma), cancer endometrioide e
cancer de ovario mucinoso (LHEUREUX et al., 2019).
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Kurman e Shi (2016), propuseram um modelo dualistico de divisdo dos subtipos de CEO (Fig.
2). O grupo de tumores do tipo | engloba aqueles que se desenvolvem a partir de lesfes extra-
ovarianas benignas e, apds a implantacdo no ovario, sofrem transformagdo maligna como
LGSOC, endometridides, OCCC, mucinosos, tumores mistos de Mller e tumores malignos de
Brenner. J& o grupo Il engloba as neoplasias malignas derivadas de lesdes das células
intraepiteliais na Trompa de Falopio que podem se disseminar como carcinomas envolvendo o
ovario e sitios extra-ovarianos. Fazem parte deste grupo HGSOC, carcinosarcoma e carcinoma
indiferenciado. O HGSOC ainda é subdividido em dois grupos de acordo com suas
caracteristicas histologicas e em quatro grupos de acordo com sua expressao génica. Com
relacdo as caracteristicas moleculares, os tumores tipo | geralmente sdo tumores indolentes, de
baixo grau, progressdo lenta e se apresentam frequentemente em baixo estagio. Apresentam
mutacOes somaticas nas vias de remodelacdo da cromatina e sinalizacdo celular KRAS, BRAF,
MEK, PI3K, AKT, entre outros. Por outro lado, cerca de 80% dos tumores do tipo Il apresentam
grande instabilidade gendmica; isso deve-se a mutacfes nas vias relacionadas ao TP53 e outros
genes da via de reparo por recombinacdo homdloga. Em contraste com o tipo I, apresentam-se
normalmente em estadiamento avancado, sendo os tumores de alto grau extremamente
agressivos (KURMAN; SHI, 2016).
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Figura 2. Modelo dualistico de Kurman e Shi para CEO
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Fonte:Adaptada de ZHU et al., 2022.

Nos estagios iniciais, o tratamento inclui a histerectomia com salpingo-ooforectomia, podendo
ser administrada a quimioterapia adjuvante. Para estadios mais avancados, é realizada a cirurgia
de citorreducdo com retirada de 6rgdos reprodutivos e omento, e com administracdo de uma
combinacdo de medicamentos quimioterapicos como carboplatina e paclitaxel (LHEUREUX
et al., 2019). Em pacientes com quadro clinico desfavoravel ou doenca extensa, pode-se optar
pela neoadjuvancia. Contudo, nem todos os tumores sdo sensiveis a platina. LGSOCs
geralmente mostram resisténcia ja nos primeiros ciclos de tratamento, enquanto HGSOCs sé&o
inicialmente sensiveis a platina, mas recidivam na maioria das vezes tornando-se resistentes.

Nesses casos, 0 uso da terapia direcionada pode ser de grande eficacia.

Medicamentos como bevacizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado contra o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) que age impedindo angiogénese, e o0 uso de Inibidores
de Poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), que prejudicam o reparo de quebras de fita simples
de DNA, podem beneficiar e prolongar a sobrevida do paciente. Os medicamentos sdo ainda
mais eficazes em tumores com caracteristicas moleculares especificas. Bevacizumabe, por
exemplo, ¢ indicado para pacientes com tumores mais avancados (juntamente com a

quimioterapia), para tumores resistentes a platina, ou para 0s que superexpressam VEGF.
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Enquanto os inibidores de PARP sdo indicados para tumores com mutacGes em genes da via de
recombinacdo homologa, como BRCAL e BRCA2. Isso porque, 0 medicamento inibe a acdo das
enzimas PARP, necessarias para o reparo de quebras de fita simples de DNA durante o reparo
por excisdo de base. Quando nao reparadas, as quebras de fita simples podem gerar quebras de
fita dupla que, em condi¢des normais, sdo corrigidas pela via de reparo por recombinacgéo
homdloga. Contudo, em tumores com mutagdes em BRCA1 e/ou BRCA2, essa via também é
ineficiente, gerando acimulo de danos e subsequente morte celular (LHEUREUX et al., 2019;
FARMER et al.,2005).

A partir dessa premissa, torna-se evidente a importancia de tratamentos personalizados, que
considerem as caracteristicas histoldgicas e moleculares especificas do cancer de ovario. Além
da busca por mutagdes, tem-se investigado, de forma mais recente, 0s impactos carcinogénicos,

dentre outros aspectos moleculares, causados por fusdes génicas (MERTENS, 2015).
1.3 Fusdes génicas

O cromossomo Filadélfia, resultado de uma translocacao entre os cromossomos 9 e 22, foi uma
das primeiras translocacdes genéticas amplamente estudadas. O gene hibrido, BCR-ABL1, é
gerado a partir da fusdo na regido 5' do gene BCR-1 (Breakpoint Cluster Region-1) e do proto
oncogene ABL que codifica a fosfoproteina P210BCR-ABL com atividade de tirosina quinase
implicada na patogénese da leucemia mieldide cronica (LMC), estando presente em 95% dos
casos (FERNANDEZ, 2000). O gene quimérico possui uma funcdo tirosina quinase
constantemente ativada, promovendo a autonomia do fator de crescimento tumoral e inibindo
aapoptose (QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2009). Pacientes portadores dessa translocaco
que realizam tratamento com imatinibe, um inibidor de tirosina quinase especifico para essa
alteracdo, podem ter sua sobrevida aumentada em quase duas vezes (EARP, 2017). Esse
exemplo evidencia a importancia de estudos voltados a deteccdo e analise do impacto desses
eventos, bem como a identificacdo de suas potenciais aplicagdes como alvos terapéuticos,

biomarcadores e fatores prognosticos.

Os eventos de fusdes génicas podem ocorrer a partir de rearranjos cromossémicos balanceados,
quando nédo ha perda ou ganho de material genético, ou nao balanceados (Fig. 3). Mecanismos
de fusdo balanceados incluem translocacdes reciprocas, insercées e inversdes, enquanto 0s ndo
balanceados podem ocorrer por meio de delecdo de segmentos intersticiais (MERTENS et al.,

2015). Alem disso, os eventos de fusdo também podem acontecer em nivel de RNA, a partir de



27

trans-splicing, uma forma de splicing alternativo que une éxons de pré-mRNAs distintos
(HORIUCHI; AIGAKI, 2006). Em nivel de DNA, as fusGes podem ocorrer em regides
intrénicas ou nos limites de éxons, gerando transcritos com éxons intactos e o ponto de fusdo

nas bordas dos éxons, ou em regides exdnicas, 0 que, nesse caso, acarreta a interrup¢éo do éxon.

Figura 3. Mecanismos geradores de fusdes génicas
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Mecanismos de fusdes génicas incluem translocacoes, insercoes, inversdes, dele¢des e trans-splicing.

Fonte: Adaptada de MERTENS, et al., 2015.

Sabe-se que fatores ambientais podem estimular eventos de fusdes génicas. Um estudo
realizado por Efanov e colaboradores (2018) correlacionou 65 casos de cancer papilifero de
tireoide positivos para iodo radioativo (1-131) com a geracdo de fusdes génicas carcinogénicas.
Mutacdes condutoras foram identificadas em 96,9% dos casos, sendo 26,2% decorrentes de
mutacbes pontuais e 70,8% de fusbes génicas. Lu e colaboradores destacaram ainda a
associacdo entre a exposicdo a diferentes agentes ambientais e a ocorréncia de fusdes génicas
envolvendo genes especificos. A radiacdo nuclear foi associada a fusées com o gene RET. A
radiacdo ionizante, o tabaco e o carvao estavam relacionados a fusdes envolvendo os genes RET
e ALK. Os inseticidas, como permetrina e malatido, foram associados as fusdes ETV6-RUNX1,
IGH-BCL2 e KMT2A-AFF1. Ja a exposi¢do solar prolongada esteve relacionada a fusdo EGFR-
PDARGCI1A.

As fusdes génicas podem ter diversas consequéncias funcionais (Fig. 4), como a interrupgao ou
insercdo de sequéncias reguladoras antes de uma sequéncia codificadora (NEEL et al., 1981), a

criacdo de genes quiméricos com novas fungdes, como observado no gene BCR-ABL1, e
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truncamento génico. Por fim, algumas fusdes podem ser simplesmente consequéncia da
instabilidade gendmica, sem oferecer vantagens ou desvantagens ao tumor (MERTENS et al.,
2015). Essas consequéncias funcionais agem como mecanismos carcinogénicos ao interromper
dominios ativos, impedindo a formacdo de complexos, alterar a localizacdo subcelular de
moléculas, inativar supressores tumorais e favorecer o desenvolvimento de tumores. Além
disso, podem gerar desregulagéo transcricional positiva ou negativa, impedir a regulacdo por
microRNAs (miRNAS) ou promover a regulacdo positiva de efetores a jusante (LU et al., 2021).

Figura 4. Consequéncias geradas por fusdes génicas

Desregulagdo Transcricional Gene Quimérico com Novas Fungdes Genes Truncados
Promotor Seq. codificante Promotor Seq. codificante Promotor Seq. codificante
¥ \ Gene
Gene A [N Gene A Gene A ==+
\4 i
Fusso [N , e Fuséio =F
4 A

~ - » Gene B
Gene B Gene B )

Eventos secundarios

&

Fus@es génicas podem causar consequéncias funcionais como a interrupcéo ou insercéo de sequéncias reguladoras,
a criacdo de genes quiméricos e truncamentos de genes.

Fonte: Adaptada de MERTENS, et al., 2015

No contexto do cancer de ovario, as pesquisas sobre fusées génicas sdo ainda mais recentes e
tém se concentrado principalmente no HGSOC. Em uma analise de 400 amostras de HGSOC,
0 projeto TCGA, do inglés The Cancer Genome Atlas, identificou que as fusdes detectadas
estavam, na maioria das vezes, localizadas em regides com variacdo no nimero de copias
(CNVs). Apenas trés fusdes recorrentes foram encontradas nesse estudo, 0 que sugere que essas
alteracfes estdo associadas a eventos secundarios resultantes da instabilidade genémica
caracteristica do HGSOC (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2011).

Por outro lado, Chen e colaboradores (2017), ao conduzirem um estudo funcional da fuséo
MAN2A1-FER, detectada em pacientes com cancer de ovario e outros tipos de cancer,
observaram que essa fusdo é capaz de aumentar a proliferacdo e a invasdo de linhagens celulares
cancerigenas, além de demonstrar atividade oncogénica em camundongos. Ademais, outras
fusbes génicas, como PCMTD1-CCNL2, ANXA5-CCNA2 e CCN4-NRG4, entre outras, tém
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mostrado potenciais mecanismos envolvidos na carcinogénese ovariana, além de influenciar

nas respostas a tratamentos. (LU et al., 2021).

Atualmente, o sequenciamento de nova geracdo (NGS) é considerado 0 método mais sensivel
para a deteccdo de fusdes génicas, permitindo a analise dessas alteracdes tanto em nivel de
DNA, por meio do sequenciamento abrangente do genoma completo (WGS), quanto em nivel
de RNA, por meio do sequenciamento do transcriptoma (WTS). Enquanto o WGS possibilita a
identificacdo precisa do ponto de quebra das fusdes, ele ndo garante que essas fusdes estejam
sendo transcritas. Alem disso, fusdes que ocorrem em regides intronicas longas podem
apresentar maior dificuldade de deteccéo por essa abordagem. Por outro lado, 0 WTS permite
a identificacdo de transcritos, possibilitando a analise de diferentes isoformas e da frequéncia
de expressao dos transcritos (BRUNO; FONTANINI, 2020).

Apesar da alta sensibilidade do NGS, as técnicas convencionais de deteccdo, como a
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), a imuno-histoquimica (IHC) e a reacdo em cadeia da
polimerase com transcrigéo reversa (RT-PCR), continuam sendo amplamente utilizadas para
validacdo e analises especificas. O FISH é particularmente sensivel para a identificacdo de
translocacgdes estruturais; a IHC permite a deteccdo da expressdo proteica; e a RT-PCR, embora
dependa de RNA de boa qualidade e de conhecimento prévio das sequéncias-alvo, é altamente

especifica e permite a quantificacdo da expressdo (TACHON et al., 2019).

Essas técnicas, em conjunto com diversas ferramentas e programas de bioinformética
disponiveis, oferecem suporte significativo para os estudos de fusdes génicas, que
desempenham um papel crucial na compreensdo de mecanismos moleculares e na identificacédo

de potenciais alvos terapéuticos.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

Detectar e caracterizar fusdes génicas em amostras de pacientes com CEO, buscando
compreender os impactos funcionais relacionados a carcinogénese ovariana e aos aspectos
clinico-patologicos dos pacientes.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Identificar, a partir de NGS do RNA de tumores CEO, transcritos provenientes de fusdes

génicas;
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2. Caracterizar as fusdes génicas identificadas, a partir de revisdo da literatura e pesquisas

em bases de dados publicos;

3. Caracterizar as fusdes génicas identificadas em termos de impactos funcionais previstos
no nivel do mRNA, degradacdo mediada por codon de parada prematuro e mudanca de

fase de leitura;

4. Caracterizar as proteinas de fusdo, em termos de sequéncia, conservacdo evolutiva,

efeito sobre dominios, motivos e outras regiGes/elementos conservados;
5. Avaliar o impacto das fus6es na estrutura 3D das proteinas quiméricas;

6. Awvaliar o impacto das fusdes nas modificagdes pds-sintese e na formacao de complexos

funcionais.

7. Relacionar as fusbes génicas identificadas com critérios clinicos das pacientes, tais
como: caracteristicas histopatoldgicas dos tumores, fatores progndsticos e resposta ao

tratamento.

1.5. Justificativa e relevancia

Apesar de sua baixa incidéncia entre os tumores ginecolégicos, 0 CEO é uma neoplasia de
importancia global, sendo o tumor ginecoldgico de maior letalidade. A grande heterogeneidade
molecular intra e inter tumoral presente nos subtipos da doenca pode justificar seu desfecho
insidioso. Estudos de painéis mutacionais tém sido avaliados nos ultimos anos a fim de elucidar
0s mecanismos moleculares causais. Contudo, apesar da relevancia das fusbes génicas na
carcinogénese ao impactarem a expressdo génica, promoverem a ativacdo constitutiva de
quinases e a inativagdo de genes supressores tumorais, as pesquisas nesse campo permanecem
escassas. Nesse contexto, este estudo justifica-se pela necessidade de compreender as
caracteristicas moleculares envolvidas nos processos neoplasicos, com foco especifico em
fusbes génicas no CEO. A proposta visa contribuir para o avango do conhecimento sobre
possiveis biomarcadores relacionados a avaliacdo do prognostico das pacientes, a resposta ao

tratamento quimioterapico a base de platina e a identificacdo de novos alvos terapéuticos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho experimental

Os dados analisados neste estudo foram originalmente gerados no ambito do projeto
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"Desenvolvimento de Painéis de Biomarcadores como Instrumentos Preditivos de Progndstico
e Resposta Clinica ao Tratamento do Céancer do Colo Uterino, Ovério e Mama: Estratégia para
uma Oncologia Personalizada”. No entanto, analises envolvendo fusdes génicas ndo haviam
sido conduzidas, uma vez que ndo eram o foco inicial do estudo. As amostras encontram-se

armazenadas no Biobanco de Tumores do Instituto Mario Penna.

Trata-se de um estudo tipo coorte, retrospectivo, observacional.

Foram avaliadas 24 pacientes com diagnostico de CEO confirmado por laudo histopatolédgico
no pos-operatorio, atendidas no Hospital Luxemburgo — Instituto Mario Penna (IMP) em Belo
Horizonte - MG, no periodo de 2015 a 2019.

Foram incluidos pacientes que atenderem aos seguintes critérios de inclusao:
e Individuos com idade igual ou superior a 18 (dezoito) anos e inferior a 85 anos;

e Individuos que apresentaram capacidade de compreender e consentir com sua participacao
neste estudo e que livremente assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE);

e Individuos que apresentaram bom estado geral, ou seja, classificados com o estado de
performace (PS, do inglés performance status) <2 dentro da escala de desempenho (ECOG do

inglés Eastern Cooperative Oncology Group);
) Pacientes que ndo haviam passado por terapias sistémica anteriormente.

Pacientes que ndo atenderam a algum dos critérios, foram excluidos do estudo.

2.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Mario Penna
(CEP-IMP), conforme Certificado de Apresentagdo de Apreciacdo Etica (CAAE) n°
82703418.8.0000.5121. Todos os pacientes incluidos no estudo aceitaram participar mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e receberam identificacdo

numérica anonimizada para preservar a confidencialidade.

2.3 Construcéo de bibliotecas de cDNA e Sequenciamento

Este estudo teve inicio a partir da analise bioinformatica de dados previamente gerados por
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NGS de bibliotecas construidas com o painel QlAseq Pan-Cancer Multimodal - QIAGEN
(QlAseq Multimodal Panel Handbook - QIAGEN). As bibliotecas foram obtidas a partir da
extracdo de DNA e RNA de amostras de tecido tumoral fixado em formalina e embebido em

parafina (FFPE, do inglés Formalin-Fixed Paraffin-Embedded), que se encontram armazenadas

no Biobanco de tumores do Instituto Mario Penna.

2.3.1 Deteccdo de fusdes génicas

Para a deteccdo das fusbes génicas utilizou-se o programa computacional QIAGEN CLC
Genomics Workbench 23 com o fluxo de trabalho Perform QIAseq Multimodal Analysis with
TMB and MSI Illumina da extensao Biomedical Genomics Analysis. Os parametros padrdo do
fluxo de trabalho sugeridos pelo fabricante do painel foram mantidos para as andlises de
mRNA. Como referéncia, foram utilizados os dados oriundos do genoma de referéncia da
espécie Homo sapiens, verséo GRCh38.p13, além de um banco de dados desenvolvido pela

prépria empresa com fusdes conhecidas.

Apenas reads com PHRED>30 (0,1% de probabilidade de erro) foram consideradas. Apds o
mapeamento das reads no genoma de referéncia, o programa realizou a detec¢édo de genes de
fusdo em um processo de duas etapas. Na primeira etapa ocorreu a identificacdo de potenciais
fusdes génicas, enquanto na segunda etapa foi realizado o refinamento desses achados,

acumulando evidéncias para cada fuséo.

Nesta etapa, as reads de extremidades ndo alinhadas, ou seja, reads que ndo apresentaram
correspondéncia significativa a referéncia, foram testadas como possiveis reads de fusdo. Sdo
consideradas reads de fusdo aquelas que possuem uma de suas extremidades desalinhada
préxima a um limite de exon que pode ser remapeada proximo a outro limite de exon. As
opcOes detect exon skippings e detect with novel exon boundaries ndo foram ativadas, ou seja,
0 programa ndo foi configurado para detectar saltos de exon e, fusdes que ndo ocorram em

borda de exons conhecidos.
Os principais parametros considerados na etapa de deteccéo de fusdo foram:

e Numero minimo de reads com extremidades ndo alinhadas: Quantidade minima de reads
que devem suportar uma fusdo para que ela va para a etapa de alinhamento, definido

como 1;

e Comprimento minimo da sequéncia ndo alinhada: Apenas extremidades com mais de


https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=b47a5377-756d-493f-a4e2-29d3ecb1563b&lang=en
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15 nucleotideos foram consideradas;

e Distancia maxima de um limite de exon conhecido: Apenas reads com extremidades
que se alinham até 10pb de distdncia de limites conhecidos de exons foram
consideradas;

e Taxa de erro assumida: Valor usado para calcular o Z-score e o p-value, utilizou-se o
valor de 0,001.

2.3.2 Refinamento dos potenciais genes de fuséo

Nessa etapa, as reads de extremidades ndo alinhadas s&0 novamente mapeadas para um
cromossomo artificial que contém a sequéncia do gene de fusdo “assumida” a partir da
sequéncia da read de extremidade ndo alinhada (Fig. 5). Além disso, 0 numero de reads
selvagens computadas pelo mapeamento original de RNA-Seq direcionado que mapeiam para
0 ponto de interrupcdo no gene selvagem também sdo contadas. Em seguida, a ferramenta
calcula o Z-score e o p-value usando um teste binomial. O p-value maximo aceitavel para a
deteccao de fusdes é 0,005, o que garante um alto nivel de significancia estatistica, e 0 Z-score
minimo é 2,5. O p-value mede a probabilidade da fuséo ser reportada mesmo sendo falsa, logo,
a fusdo so sera reportada se houver menos de 0,5% de chances dela ser falsa (valores abaixo de
1:10.000.000 sdo arredondados). O Z-score expressa 0 nimero de desvios padrdo que um valor
esta distante da média esperada. Logo, um Z-score de 2,5 significa que o valor observado esta
2,5 desvios padrdo acima da média esperada, sugerindo que a fusdo é muito diferente do que

seria esperado para um ruido ou erro no experimento.
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Figura 5. Cromossoma artificial

Extremidade nao
alinhada (PQ)

> GenelExonX > -~ > Gene2Exon1 _———> Gene2Exon2 >

> Gene3Exon1 _>—F>> Gene3Exon2 > > GenedExonY >

Ponto de alinhamento

> Gene2Exon1 _>——> GenedExon2 >
"'-..//_

Cromossoma artificial montado a partir de uma read cujo alinhamento é interrompido em um determinado gene e,
uma de suas extremidades, passa a se alinhar a outro gene, representando uma possivel fusdo génica. Essa
abordagem permite a validacdo e a visualizacdo das leituras de suporte.

FONTE: Adaptado do Qiagen Bioinformatics Manual - CLC Genomics Workbench

Na etapa de refinamento os parametros que podem ser ajustados sao:

° Numero minimo de reads de suporte: reads de suporte sao as crossing reads, ou seja,
reads que mapeiam para ambos 0s genes englobando o ponto de fusdo. O valor utilizado foi
10;

° p-value maximo: Fusbes que ultrapassem o valor maximo (0,005) ndo sao reportadas;
° Z-score minimo: Fus@es que ndo atinjam o valor minimo (2,5) ndo séo reportadas.
o Distancia do ponto de interrupcdo: O numero minimo de nucleotideos que uma read

deve cobrir em cada lado do ponto de interrupcao para que seja contado como uma leitura de

suporte a fusdo. O valor foi definido como 10.

Na etapa de refinamento, também é possivel alterar parametros ligados ao alinhamento das
reads para o genoma de referéncia, intensificando ou afrouxando a analise de qualidade das

reads envolvidas nas fusodes.
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Na etapa de alinhamento, o primeiro ponto foi definir uma pontuacdo de correspondéncia
(Match score) para as reads em relacdo ao mapeamento contra a referéncia. Utilizou-se o valor
padrdo de 1 para cada nucleotideo alinhado. Em seguida, definiu-se um custo de
incompatibilidade (Mismatch cost), que é descontado a cada nucleotideo ambiguo presente na
sequéncia, o valor utilizado foi 4. Por fim, foi determinado o modelo de custo que é utilizado

para contabilizar inser¢des e delegdes, sendo eles, “linear gap cost” ou "affine gap cost".

Utilizou-se o parametro “affine gap cost” para as analises. Nesse modo, a cada gap de inser¢éo
ou delecdo é atribuido um custo de 6, e para cada base inserida ou deletada em relacdo a
referéncia é descontado mais 1 ponto. No fim, apenas as reads que alinham ao menos 50% de
sua sequéncia para a referéncia com uma similaridade minima de 80% sao consideradas, ou
seja, o valor minimo para fracdo de Comprimento (length fraction) é 0,5 e o de fracdo de
similaridade (similarity fraction) é 0.8. O tamanho minimo aceito das reads foi de 15 pb e o

tamanho méaximo foi de 1000pb.

2.4 Caracterizacao in silico das fusdes

Para verificar o ponto de alinhamento dos mRNAs e das sequéncias de DNA codificantes (CDS,
do inglés coding DNA sequence) nos genes envolvidos utilizou-se os programas BLASTN e
BLASTP (Altschul et al., 1990). A analise dos dominios funcionais foi realizada com base no
banco de dados Conserved Domain Database (CDD) (WANG et al., 2023). O programa Clustal
Omega (Madeira et al., 2022) foi utilizado para alinhamento de mdltiplas sequéncias. As
propriedades fisico-quimicas foram preditas utilizando-se a ferramenta ProtParam
(GASTEIGER et al.,2005) e a localizacdo subcelular foi predita com o programa DeepLoc
(THUMULURI et al, 2022). Finalmente, realizou-se a predi¢cdo estrutural das proteinas no
programa Robetta (KIMMELMAN et al., 2004), que utiliza o método de predi¢do de novo.
Demais informacdes sobre os gene e suas fun¢des foram obtidas a partir de revisao na literatura.

2.5 Docking BRCA1-VAT1

Com o objetivo de comparar a estabilidade e afinidade das interagdes realizadas pelo BRCAL
selvagem com as interacOes realizadas pela proteina quimérica, executou-se o docking
molecular focando nos dominios BRCT em tandem do gene BRCA1, regido alterada pela fuséo.

Optou-se por analisar as interacdes com ligantes que, de acordo com a literatura, formam
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complexos relevantes com os dominios BRCT em tandem. Todas as analises computacionais
foram conduzidas no software MOE - Molecular Operating Environment, ChemComp, versédo
2024. Os dados foram gerados por Me. Carlos Araujo e analisados em conjunto.

As estruturas dos dominios BRCT em tandem selvagem com seus respectivos ligantes foram

importadas do banco de dados Protein Data Bank — PDB/RCSB (https://www.rcsb.org/) para o

programa MOE. Foram utilizadas as seguintes estruturas:
e Estrutura cristalizada de BRCA1 BRCT ligado ao peptideo Abraxas — 1D 4JLU;

e Estrutura cristalizada de BRCA1 BRCT ligado ao peptideo BACH1 — ID 1T29;
e Estrutura cristalizada de BRCA1 BRCT ligado ao fosfopeptideo CtIP — ID 1Y98;

e Estrutura cristalizada de BRCA1 BRCT ligado ao fosfopeptideo acetil-CoA
carboxilase 1 — ID 3COJ.

Apds a importacdo das estruturas para o ambiente MOE, foi realizado o preparo das moléculas
com a “Quick Prep”, uma ferramenta automatizada que ajusta a estrutura por meio da corre¢ao
de &tomos distantes, adi¢do de 4&tomos de hidrogénio ausentes, protonacao, entre outros ajustes.
Esse processo assegura que atomos ndo detectados pelo método de predicdo original sejam

incluidos, garantindo maior precisdo nas analises.
2.5.1 Alinhamento e predicdo da estrutura tridimensional por homologia

Todos os dados gerados na predigdo por homologia e docking molecular foram obtidos a partir
de ferramentas do programa MOE. Por meio da ferramenta “Sequence Editor” foi inserida a
sequéncia secundaria da proteina de fusdo. Utilizando a ferramenta “Align/Superpose”, as
sequéncias do dominio BRCT obtidas no PDB e a sequéncia da proteina de fusdo foram
alinhadas. Apds o alinhamento, realizou-se a predicdo da estrutura tridimensional pelo método
de homologia a partir da ferramenta “Homology Model”. A sequéncia do ligante foi inserida
para que ele fosse predito em conjunto com cada proteina. A estrutura tridimensional predita

foi validada por meio do gréafico Phi/Psi de Ramachandran.

Em seguida, o parametro energia potencial (Potential Energy ) foi aplicado as estruturas para
comparacao dos resultados. A energia potencial reflete a energia total associada a conformacao
de uma molécula ou sistema molecular, incluindo interacGes de ligagdo, angulos, torsionais,

eletrostaticas, forcas de Van der Waals, entre outras.


https://www.rcsb.org/
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2.5.2 Docking molecular

O docking molecular foi realizado para comparar a estabilidade e afinidade de ligagéo entre o
dominio selvagem e o alterado, ambos com os mesmos ligantes. Logo, as analises conduzidas
com a ferramenta “Dock”, incluiram tanto as estruturas importadas do PDB quanto a proteina
de fusdo predita. A referéncia para a posi¢édo do ligante com o receptor foi definida como a pose

registrada nas estruturas cristalogréficas disponiveis no banco de dados.

Para uma melhor visualizac¢do das interacdes e ligagdes entre receptor e ligante, foi utilizado o
recurso “Ligand Interactions”, que gera um mapa representando os aminoacidos do receptor e
suas interacbes com o ligante. A andlise foi aplicada tanto a proteina selvagem quanto a

quimérica predita para fins de comparacdes.

A validacdo dos resultados de docking foi feita através da avaliacdo do RMSD - root-mean-

square-deviation, para todos os ligantes.

2.6 Validacdo das Fusdes

A validacédo das fusGes foi realizada a partir das técnicas de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), PCR hemi-nested e posterior sequenciamento Sanger, utilizando amostras de RNA
extraido de blocos de parafina contendo tecido tumoral das pacientes. Para cada paciente, 0
RNA extraido foi convertido em cDNA e, ap6s amplificacdo por PCR, o amplicon foi

submetido ao sequenciamento.

2.6.1 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o kit EZ2 AllPrep DNA/RNA FFPE (EZ2 AllPrep
DNA/RNA FFPE Kit Quick-Start Protocol - QIAGEN) e também de forma manual com o Kit
AllPrep DNA/RNA também da QIAGEN (AllPrep 96 DNA/RNA Kit Quick-Start Protocol -
QIAGEN). A sintese de cDNA foi conduzida utilizando o Kit SuperScript™ IV VILO™ Master
Mix - ThermoFisher (SuperScript IV VILO Master Mix).

2.6.2 PCR Convencional

A PCR convencional foi realizada utilizando o Kit AllTaq Master Mix da Qiagen (AllTag


https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=deb42330-b441-4200-8f78-e5ae469b2071&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=deb42330-b441-4200-8f78-e5ae469b2071&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=6866727a-b44d-4acc-a6d2-590bafeaa764&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=6866727a-b44d-4acc-a6d2-590bafeaa764&lang=en
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/superscriptIV_VILO_master_mix_UG.pdf
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=590c594e-f061-4b08-aae1-e465e1fa015b&lang=en
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Master Mix Kit - QIAGEN). Foram testados diferentes volumes de cDNA (25, 50 e 125 ng) e
temperaturas de anelamento variando entre 56°C e 62°C. Como controle positivo, utilizou-se o

conjunto de primers enddgenos para o gene HPRTL. Para a visualizacdo dos amplicons, foi

empregada a eletroforese em gel de agarose a 2%.

Os primers utilizados foram projetados utilizando o programa Primer3Plus (UNTERGASSER
etal., 2012), conforme as configuracGes padrdo. Foram desenvolvidos trés conjuntos de primers
por fusdo (Tab.1), cada um visava a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 300pb,
que abrangesse uma por¢do do gene da extremidade 5' e uma porgéo do gene da extremidade
3', envolvidos na fusdo. A escolha de projetar um maior nimero de primers foi motivada pela
alta degradacdo do RNA extraido de tecido FFPE, o que pode comprometer a eficiéncia da

amplificagdo.


https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=590c594e-f061-4b08-aae1-e465e1fa015b&lang=en
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Tabela 1. Desenho dos primers para as fusdes reportadas

Identificacdo

Sequéncia

BRCAL[1] -VATL (1)

BRCAL-VAT1 (2)

BRCAL-VATL (3)

KDM7A-BRAF (1)

KDM7A-BRAF (2)

KDM7A-BRAF (3)

BRAF-TMEM178B (1)

BRAF-TMEM178B (2)

BRAF-TMEM178B (3)

ATCAACTGGAATGGATGGTACAGCTGTG

AAGAGGACCATGTAGGCTGTAATGTAATT

CTGTTGCTATGGGCCCTTCA

AAGGCAGCAGCTTCCTCAAA

CAACATGCCCACAGATCAACT

GCAAGGCAGCAGCTTCCT

TACGACGTGAACCGCTTCAT

TCAGTTCCGTTCCCCAGAGA

CGTGAACCGCTTCATGATCG

TCCGTTCCCCAGAGATTCCA

TACTGTGTGTGCCGGCAG

TGCATCTAGCTTGCTGGTGT

GCTCTGTTCAACGGGGACA

GAGGTTCCTGGGGATGGTTG

CAGGCTCTGTTCAACGGGG

GTGTAGGGCATGCCACTCAT

GGGCCAGGCTCTGTTCAAC

AAAGAGGATGATGGCCACCG
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2.6.3 PCR Hemi-nested

Na tentativa de aumentar a sensibilidade da detec¢do optou-se por realizar a PCR hemi-nested,
técnica que realiza duas amplificacfes em sequéncia. Na primeira amplificacdo é utilizado um
par de primers externos para gerar um amplicon mais longo, ja na segunda, um dos primers
externos é combinado com um primer interno, aumentando a deteccdo do alvo. A PCR hemi-
nested foi realizada utilizando o Kit AllTag Master Mix da QIAGEN (AllTag Master Mix Kit

- QIAGEN). Os primers para essa tecnica foram projetados com o auxilio do programa

Primer3Plus (Tabela 2), consistindo de um primer forward (FW) e dois primers reverse (RV1
e RV2). Essa configuragéo possibilitou a amplificacdo de dois fragmentos: um maior, com 114

pb, e um menor com 83 pb, estando o fragmento menor contido no maior.

Tabela 2. Primers paraa PCR hemi-nested

Identificacéo Sequéncia

BRCA1_VAT1_FW GTCCACCCAATTGTGGTTGTGC
BRCA1_VAT1_RV1 CAACACCATCACCCGGTCTC

BRCA1_VAT1_RV2 GTCACCTCTTCCTGCCACAT

Os primers foram inicialmente testados em uma PCR convencional, utilizando amostras da
biblioteca de sequenciamento, nas quais a fusdo ja havia sido previamente detectada. Para essa
reacao, foi utilizada uma concentracdo de cDNA de 14,6 ng/ul, com volume final de 20 pl e
temperatura de anelamento de 60°C. Nao foram utilizados primers enddgenos, ja que a etapa
de fragmentacdo ndo permitiria sua amplificacdo Os resultados foram visualizados por
eletroforese capilar no sistema QIAxcel ((EN) - QlAxcel DNA Handbook - QIAGEN).

Apos essa fase, foi realizada a PCR hemi-nested com a amostra de RNA extraida do tecido
tumoral. Na primeira etapa da PCR hemi-nested, o par de primers foi utilizado para amplificar
o fragmento longo. Na segunda etapa, foi realizada uma amplificacao utilizando os primers para
gerar o amplicon curto. A visualizagéo final dos resultados foi feita por eletroforese capilar no

QIAXxcel. A temperatura de anelamento utilizada foi de 60°C.


https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=590c594e-f061-4b08-aae1-e465e1fa015b&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=590c594e-f061-4b08-aae1-e465e1fa015b&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=f6158498-a857-4a2f-b40b-569fba3793e2&lang=en
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2.6.4 Purificacgdo do produto da hemi-nested PCR para sequenciamento Sanger

Ap0s a realizagdo da hemi-nested PCR, o produto da amplificacédo foi purificado seguindo uma
série de etapas. Primeiramente, o produto da PCR foi transferido para um tubo de 0,5 mL, e um
volume equivalente de polietilenoglicol (20%) a temperatura ambiente foi adicionado, seguido
de homogeneizacdo. Em seguida, a solucao foi vortexada por 15 segundos e mantida em banho-
maria a 37°C por 15 minutos. Apds esse periodo, realizou-se a centrifugacdo por 10 minutos a
12.000 rpm, em temperatura ambiente, e o sobrenadante foi descartado. O pellet resultante foi
lavado com 125 pL de etanol (80%) gelado e centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm, etapa
que foi repetida. Posteriormente, o alcool foi removido com pipeta e deixado evaporar por 10
minutos. O pellet foi entdo ressuspendido em 25 pL de agua mili-Q e incubado em banho-maria
overnight a 37°C para facilitar a ressuspensdo. Por fim, a amostra foi quantificada no
NanoDrop.

O produto purificado foi enviado para a Plataforma de Sequenciamento de DNA Sanger da
Fundacdo Oswaldo Cruz, Belo Horizonte. O amplicon foi ressuspendido e enviado com
concentragéo de 1,94 ng/uL, estando na faixa recomendada pela empresa (1-3ng/pL), enquanto

os primers foram enviados a uma concentragéo de 5 pmol/uL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, buscou-se identificar fusdes génicas em amostras de tecido tumoral FFPE de
pacientes diagnosticadas com CEO. A anélise foi realizada a partir de dados de RNA-seq
direcionado, seguidos de processamento e analise dos dados no programa CLC Genomics
Workbench, com o objetivo de compreender o0s possiveis impactos dessas fusdes na

carcinogénese ovariana.
3.1 Caracterizacao in silico das fusdes

Foram identificadas cinco fusdes génicas em cinco nas 24 pacientes analisadas (21%): BRCA1-
VAT1l, BRAF-TMEM178B, KDM7A-BRAF, NOTCH2NLB-NOTCH2 e NOTCH2-
NOTCH2NLB. As fusdes BRAF-TMEM178B (p-value 0,00; Z-score 183,77), BRCAL1-VAT1
(p-value 0,00; Z-score 12,26), e NOTCH2-NOTCH2NLB (p-value 0,00; Z-score 54,72) foram
identificadas na paciente PCOG65, diagnosticada com LGSOC, a fusdo KDM7A-BRAF (p-value
0,00; Z-score 4,16) estava presente na paciente PCO37 diagnosticada com HGSOC, duas outras
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pacientes (PCO52 e PCO53, também possuiam HGSOC) apresentaram a fusdo NOTCH2-
NOTCH2NLB (P-value 0,00; Z-score 21,12 e p-value 0,00; Z-score 16,96), assim como a
paciente PCOB83, reportada com a fusdo NOTCH2NLB-NOTCH?2 (P-value 0,00; Z-score 8,87).

Contudo, por se tratarem de genes homologos e conforme a recomendacdo do programa de
analise, optou-se por desconsiderar as fusdes envolvendo os genes NOTCH2 e NOTCH2NLB
devido a alta probabilidade de serem resultados falso-positivos. Das trés fusdes restantes,
apenas a KDM7A-BRAF é mencionada na literatura. Entretanto, o transcrito em questéo difere
do encontrado neste trabalho (ROSS et al., 2016). As fusbes KDM7A-BRAF e BRAF-
TMEM178B geram transcritos com stop codons prematuros, acarretando a perda de todos os
dominios funcionais das proteinas. Ja, a fusdo BRCAL-VAT1 preserva a maior parte dos
dominios do gene BRCAL, apresentando alteracdo apenas no ultimo dominio funcional,
resultante da mudanga na matriz de leitura, que ocorre apds o ponto de fusdo. As sequéncias

das fusdes estdo disponiveis no material suplementar.

3.1.1 Fusédo BRCA1-VAT1

A fusdo BRCA1-VAT1, detectada em uma paciente com LGSOC (PCO65), envolve o gene
BRCAL1 na extremidade 5’ ¢ o gene VAT na extremidade 3’ (Fig 6). Ambos os genes mapeiam
em 17021.3, VAT cerca de 40 kb distal a BRCAL. Os transcritos de referéncia fornecidos pelo
programa foram: BRCA1 (NM_007294.3), nucleotideo 1 ao 5699, e VAT1 (NM_006373.4),
nucleotideo 451 ao 2699. A fusdo é apoiada por 26 reads de suporte. Para o fragmento selvagem
foram detectadas 1652 reads. Pode-se inferir que a frequéncia da fusdo é de 1:63 ou

aproximadamente 1,54%.

Figura 6. Fusdo Génica BRCAL1-VAT1

_ 3

Fuséo génica envolvendo os genes BRCA1 na extremidade 5’(em verde) e o gene VAT1 na extremidade 3’ (em
azul). O transcrito é suportado por 26 reads de suporte (linha roxa).

FONTE: CLC Genomics Workbench 23
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Para essa fusdo, o CLC reportou uma CDS, que gera uma proteina de 1851 aminoacidos, sendo
1822 homologos aos da proteina BRCAL isoforma 1 e os outros 29 derivados de VAT1. No
entanto, apds o ponto de fusdo hd uma mudanca na matriz de leitura, de modo que a sequéncia
de aminoé&cidos presente na proteina quimérica ndo esta presente no VAT1 selvagem. A analise
de conservacdo do fragmento adicionado a proteina quimeérica ndo identificou homologia,

sugerindo que ndo corresponde a uma terminacgdo funcional conhecida.

No banco de dados Domains Conserved (NCBI), verificou-se que a proteina recombinante
retém os dominios RING-HC_BRCA1 (aminoé&cidos 7-99), BRCT _assoc ( aminoacidos 345-
508) e BRCT_BRCAL rptl (1650-1746), mas perde o dominio BRCT_BRCA1 rpt2

(aminoacidos 1758-1855) devido as substituicdes de aminoacidos apos o residuo 1822 (Fig. 7).

Figura 7. Dominios Conservados na proteina quimérica BRCA1-VAT1

345 508 1758 55
I BRCT_assoc |
9

7 9 1650 1746

A proteina de fusdo retém os dominios RING-HC_BRCA1, BRCT assoc e BRCT _rptl. No entanto, o dominio
BRCT _rpt2 é interrompido no aminoacido 1822.

FONTE: Imagem elaborada pela autora usando dados do domains conserved (NCBI)

A maioria dos dominios BRCT estdo presentes em proteinas envolvidas no reparo do DNA e
na resposta ao ponto de verificacdo do ciclo celular. Além disso, o nimero de proteinas
contendo este dominio por genoma esta correlacionado com a complexidade do pool génico
(RODRIGUEZ et al. 2003; SHENG; ZHAO; HUANG, 2011). SHAKYA e colaboradores.
(2011), apos analises de mutagdes nos diferentes dominios de BRCAL, concluiram que a fungéo
de supressor tumoral do gene esté ligada a interagdes dos dominios BRCT com fosfoproteinas.
Os dominios BRCT em tandem, formados por dois médulos BRCT, estdo localizados na regido
C-terminal da proteina BRCAL nativa. Cada um deles contém aproximadamente 100
aminoacidos, que interagem formando uma estrutura globular (Fig. 8) com uma folha 3 paralela
de quatro cadeias (1, f2, B3 e p4) cercada por duas a-hélices (al e a3) na extremidade C-
terminal ¢ uma a hélice (02) na extremidade N-terminal (Fig. 8), resultando na seguinte

estrutura geral: B1-al-B2-B3-02-p4-a3 (PENA-GUERRERO et al., 2023). A interacdo entre 0s
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modulos ocorre a partir da a2 do BRCT rptl e das al € a3 do BRCT rpt2 (SHENG; ZHAO;
HUANG, 2011).

Figura 8. Estrutura tridimensional do dominio BRCT

COOH

B BRCT_rp1 BRCT_rp2

O dominio BRCT ¢ composto por uma estrutura globular com estrutura geral pl-al-f2-B3-a2-f4-a3 (A). As
repeticdes em tandem possuem um link de 22 aminoécidos e interagem a partir de a2 da BRCT rpl ede al e a3
da BRCT_rp2 (B).

FONTE: Adaptado de ISMAIL et al., 2024 e PDB- 1Y98

Alinhamentos entre os dominios BRCT de diferentes proteinas e organismos revelam uma alta
heterogeneidade dos residuos que o formam, com uma identidade média de aproximadamente
14%. Contudo, a conservacdo de aminoacidos hidrofobicos é observada em cinco regides: N-
terminal/B1, al/B2, B3, p4/a3 e C-terminal (SHENG; ZHAO; HUANG, 2011). Os residuos
Trp1837, Vall838, Leul839, Ser1841 e Vall842, que formam a hélice a3 de BRCT rpt2, sao
frequentemente conservados; alguns deles situam-se na superficie da estrutura, enquanto outros
interagem com oal. Os aminoacidos de al, BRCT rptl, que interagem com o3 (Leul780,
Met1783 e Val1784) também séo conservados, sugerindo um papel essencial dessa regido para
o funcionamento correto do dominio. Os residuos Gly1788, Alal789, Trpl837 e Ser1841 séo
0s mais conservados da familia BRCT (SHENG; ZHAO; HUANG, 2011). A fusdo BRCA1-
VAT1 causou a perda de oito aminoacidos hidrofébicos conservados (Alal830, Val1832,
Vall838, Leul839, Vall842, Cisl847, Tirl853 e 1le1855) e de dois residuos altamente
conservados (Trpl837 e Ser1841) da proteina selvagem (Fig.9).
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Figura 9. Alinhamento dos residuos conservados BRCT_rpt2_ BRCAL

B1 1 al B2 2
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BRCA1-VAT1 VNGRNHQGPKRARESQDRKIFRGLEICCYGPFTNMPTDQLEWNVQLCGASVVKELSSFTL 1800
BRCA1 VNGRNHQGPKRARESQDRKIFRGLEICCYGPFTNMPTDQLEWMVQLCGASVVKELSSFTL 1800
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1820 1840
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A proteina de fusdo acarretou a perda de 8 aminoacidos hidrofébicos (destaque em verde) e de 2 residuos altamente
conservados (destaque em rosa). Os destaques em amarelos sdo os residuos hidrofébicos conservados que foram
mantidos na proteina de fusdo, enquanto o destaque em vermelho sdo os altamente conservados que foram
mantidos.

FONTE: Imagem criada pela autora, utilizando os dados de ZHANG et al., 1998.

Os dominios BRCT em tandem sdo cruciais para interacdes fosfo-dependentes com vaérias
enzimas e polipeptideos, como a acetil-CoA carboxilase o (ACCA), a helicase de DNA
BACH1, a endonuclease CtIP e a proteina Abraxas (CHRISTOU e KYRIACOU, 2012). Os
mecanismos moleculares responsaveis por essas interacfes foram elucidados a partir de
pesquisas, que investigam a interacdo entre os dominios BRCT e a proteina fosforilada BACH1
(SHIOZAKI et al., 2004; CLAPPERTON et al., 2004; WILLIAMS et al., 2004). A primeira
regido de interacdo, localizada no BRCT _rptl, € seletiva para serina fosforilada (pSer) que
interage diretamente com os residuos Ser1655 e Lys1702 de BRCAL. A segunda regido de
interacdo é um bolso hidrofébico na interface entre os dominios BRCT com interacdes de Phe
nos residuos Arg1699, Phel704, Met1775 e Leul839 (SHIOZAKI et al., 2004; CLAPPERTON
et al., 2004; WILLIAMS et al., 2004). Conforme revisado por Leung e Glover (2011), essa
mesma regido é conservada nos dominios BRCT de proteinas e organismos distintos. Além
disso, a revisdo apresenta informacfes de estudos, que destacam a sequéncia de interacdo
conservada pSer-X-X-Phe em BACHL1, CtIP, ACCA e Abraxas.

Na linhagem celular humana derivada de osteossarcoma (U20S), as mutacdes P1749R,
G1738E, M1775R e Y1853X em BRCAL resultaram em perda completa da ligagdo ao



46

fosfopeptideo BACH1 (CLAPPERTON et al., 2004). Na linhagem celular, HEK293, derivada de
celulas renais embrionarias humanas, as mutagdes A1708E, P1749R e o truncamento em
Y1853, também interrompem a interagdo com CtIP (Li et al., 1999). Ademais, Williams et al.
(2003) demonstraram que dominios BRCT truncados nos residuos 1853, 1829 e 1805 foram
degradados por baixas concentracdes de tripsina, enquanto BRCT de comprimento total
(residuos 1646-1863, no caso do trabalho deles) é altamente resistente a clivagem, indicando
que alteracGes no dominio BRCT levam a uma diminuicao na estabilidade proteolitica.

A partir do exposto, fica evidente a importancia dos residuos conservados nos dominios BRCT
para a interacdo de BRCAL com diversas proteinas. Alteracdes nessas regibes podem
comprometer a formacdo de complexos proteicos essenciais para sua funcdo. Dessa forma, a
fusdo BRCAL1-VATL, que altera a sequéncia a partir do aminoacido 1823 do BRCA1 selvagem,
provavelmente interrompe interacdes criticas, afetando tanto residuos diretamente envolvidos
na ligacdo ao ligante, como Leul839, quanto aqueles responsaveis pela conformacéo estrutural
do dominio, incluindo Trp1837, Val1838, Ser1841 e Val1842, presentes na a3 de BRCT rpt2.
Essas modificacdes podem comprometer a estabilidade e a fungdo da proteina, com potenciais

repercussdes em seus papeis celulares.

As propriedades fisico-quimicas comparadas entre a proteina BRCAL e a proteina quimérica

BRCA1-VAT1 revelam diferencas sutis em diversos parametros (Tab. 3).
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Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas BRCA1 X BRCA1-VAT1

Propriedades BRCALl BRCAL-VAT1
Ndmero de Aminoacidos 1863 1851
Peso Molecular 207720.85 205936.65
pl Tedrico 5.29 5.30
Residuos com carga negativa 283 284

(Asp + Glu)

Residuos com carga positiva 213 216

(Arg + Lys)

Férmula Atbmica

Ndmero Total de Atomos

Coeficiente de Extinc&o (280

nm)

Abs 0,1% (cistinas)

Abs 0,1% (Cys reduzido)

Meia-Vida Estimada

Mamiferos (in vitro)

Levedura (in vivo)

Escherichia coli (in vivo)

indice de Instabilidade

indice Alifatico

C8908H14246N255403014S74 (C8816H14120N254202994S72

28796 28544
103940 93845
0.500 0.456
0.487 0.443

30 horas 30 horas

20 horas 20 horas

10 horas 10 horas

54.68 (Instavel) 55.22 (Instavel)

69.01 68.19

GRAVY (Média Geral de Hidropaticidade) -0.785 -0.803
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A primeira vista, as similaridades descritas na Tabela 3 poderiam sugerir que a fusdo néo afete
a funcdo da proteina BRCAL. Estes dados devem ser interpretados com cautela, porque, em se
tratando de uma proteina grande, cujo tamanho foi pouco afetado pela fusdo, grandes efeitos
biofisicos e bioquimicos ndo seriam esperados, a menos que a sequéncia apos a fusdo fosse
muito atipica (por exemplo, muito &cida ou muito basica; um novo sinal de enderecamento; um
novo dominio funcional etc.). Estas caracteristicas biofisicas e bioquimicas refletem a
composicdo de aminoacidos, mas nédo efeitos especificos da sequéncia na funcéo, interacdes ou

meia-vida da proteina.

De acordo com as andlises no programa DeeplLoc, a proteina BRCA1-VATL possui maior
probabilidade de estar localizada no nucleo (0,8304), devido ao sinal de localizagdo nuclear
encontrado na regido C-terminal da estrutura priméria. Além disso, ha uma probabilidade de
0,4365 de a proteina estar localizada no citoplasma, o que esta de acordo com o estudo de
Moreau, Karen et al. (2006), que relaciona a funcéo citoplasméatica do BRCA1 com a regulacao

metabdlica da sintese de lipidios no citoplasma, através de interaces com ACCA.

Na estrutura tridimensional, predita utilizando-se o programa Robetta pelo método de predicéao
de novo, pode-se notar diferengas na a2 de BRCT rpt2, que na proteina de fusdo apresenta-se
deformada (Fig. 10). Além disso, enquanto na proteina selvagem a folha 4 ( BRCT rpt2) ¢
formada por APVVT, na proteina de fusdo é formada por GVEPVRD, se tornando um pouco
mais alongada e hidrofilica. Surpreendentemente, uma estrutura similar a a3 (BRCT rpt2)
ainda estd presente na proteina de fusdo, formada pelos residuos AGRGDCALG, onde na
proteina selvagem contém residuos mais hidrofébicos WVLDSVALY. Por ultimo, ha uma
notavel diferenca na extremidade C-terminal das estruturas, porque apesar da similaridade apds
a ultima a3, a proteina de fusdo perde grande parte do segmento a seguir. Apesar das
similaridades entre a proteina selvagem e a predita, as pequenas alteracdes conformacionais
observadas e as interacdes dos aminoacidos da estrutura podem afetar de forma consideravel

sua estabilidade e funcéo.
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Figura 10. Diferencas estruturais entre as proteinas BRCA1 e BRCA1-VAT1

angstroms error estimate
N
angstroms error estimate

position position

A) Estrutura predita da proteina BRCAL1 selvagem e seu gréfico de Angstréms, demonstrando a estimativa de erro
ao longo da sequéncia proteica, indicando a confianga na predi¢do estrutural por residuo; B) Estrutura predita da
proteina de fusdo BRCA1-VAT1 e seu grafico de Angstroms. As setas amarelas indicam o hélice 2 em ambas
estruturas, as setas laranjas apontam para a folha 4, as setas rosa indicam a a-hélice 3 e a seta roxaa extremidade
COOH.

FONTE: Imagem gerada pela autora, usando o software de Robetta)

3.1.1.1 Modelagem por homologia e docking molecular

Dentre os diversos parceiros de interacdo de BRCAL, destacam-se BACH1, CtIP, ACCA e
Abraxas, que compartilham a sequéncia conservada de interacdo pSer-X-X-Phe e
desempenham papéis cruciais na carcinogénese. Esses parceiros atuam diretamente ou facilitam
a formagdo de complexos multiproteicos com BRCAL, influenciando sua funcdo. Para
investigar o impacto da fusdo BRCA1-VAT1, que causa truncamento do dominio BRCT _rpt2
sobre as interagdes proteina-proteina estabelecidas pela BRCAL selvagem, foi realizado um
docking molecular utilizando o programa MOE. Essa abordagem, amplamente empregada no
estudo do cancer, permite prever e analisar a afinidade e a especificidade das interacfes
moleculares, auxiliando na identificacdo de potenciais alvos terapéuticos. No presente trabalho,
a modelagem computacional contribui para compreensdo dos impactos estruturais da fuséo
BRCA1-VAT1 sobre a funcéo dos dominios BRCT.

Uma vez que a fusdo BRCA1-VAT1 culminou em alteragcdes em apenas uma por¢do do segundo

dominio BRCT da proteina BRCAL, as andlises do docking teve como foco os dominios BRCT
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em tandem, tendo na proteina quimérica a seguinte sequéncia:
DRKIFRGLEICCYGPFTNMPTDQLEWMVQLCGASVVKELSSFTLGTGVHPIVVVQPD
AWTEDNGFHGRRPGDGVEPVRDVAGRGDCALGPDLPDS

No alinhamento entre sequéncia selvagem e a sequéncia de fusao da regido dos dominios BRCT
em tandem, realizado no programa MOE (Fig 1.1), houve 97% de similaridade entre os
dominios, sendo possivel visualizar a posi¢do exata onde, a partir do aminoacido Alal823,
ocorre a interrupcdo da sequéncia selvagem do BRCAL e a insercdo da sequéncia derivada de
VAT1 (Fig. 11).

Figura 11. Alinhamento sequéncia BRCT selvagem x sequéncia quimérica

N 1 I 1 | | 1 1 | | 1 | I
Tt~ Tag  Chain 1818 xs:o[ 182 l wazol
4JLU ... 1:4JLUA . JEFTHR—GLU-ASP—ASN—GLY—PHE—HISTALA+ILE—GLY—GLN-MET—CYS—GLU-ALA-
» Bl THR GLU ASP ASN GLY PHE HIS\GLY/ARG ARG PRO GLY ASP GLY VAL
Model._... =
I I I I I I I | I I I I
Tt~ Tag  Chain 1831 - - _—
4JLU ... 1:4JLUA . JELPRO-VAL-VAL-THR-ARG—GLU-TRP—VAL- LEU-ASP—SER-VAL—ALA-LEU-TYR-
2 Bl GLU PRO VAL ARG ASP VAL ALA GLY ARG GLY ASP CYS ALA LEU GLY
Model._... el
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2]

Model_...

O alinhamento mostra a regido do ponto de fusdo, a linha superior ilustra a proteina selvagem e a inferior a
sequéncia de amino4cidos da proteina de fusdo. Destacado em vermelho esta o ponto de inicio da alteracdo.

FONTE: Gerada por Me. Carlos Aradjo, usando o software MOE.

Para identificar diferencas estruturais entre a proteina selvagem e quimérica, foi realizada a
predicdo da estrutura 3D da proteina gerada por BRCA1-VATL1, focando apenas na regido onde
se localizam os dominios BRCT em tandem. A estrutura tridimensional predita seguiu o padréo
da estrutura secundaria, notando-se uma alteracéo apenas na porcéo final do segundo dominio
BRCT (Fig.12). A estrutura tridimensional predita foi validada a partir do grafico Phi/Psi de
Ramachandran, indicando uma estrutura razoavel para os padrées de predi¢do por homologia,
com 98,5% dos residuos nas regides que indicam angulos permitidos (Allowed, pontos verdes,

e Core, pontos amarelos/MOE), e 1,5% apontados como outliers (cruzes vermelhas) (Fig. 12).
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Figura 12. Sobreposicao das estruturas 3D dos dominios BRCTs selvagem e quimérico
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Em A, é mostrada a sobreposicao entre a estrutura selvagem (em verde) e o modelo predito (em laranja). O circulo
vermelho destaca a regido truncada na proteina modelada; Em B, tem-se o Diagrama de Ramachandran,
representando a distribuicdo dos angulos Phi e Psi dos aminoécidos na estrutura tridimensional da proteina de
fusdo BRCAL1-VATL. Os pontos amarelos correspondem a regido de core, os pontos verdes indicam residuos em
regides permitidas, e as cruzes vermelhas representam os outliers, ou seja, 0s residuos em conformacdes ndo
aceitas.

FONTE: Gerada por Me. Carlos Aradjo. usando o software MOE

A existéncia de residuos em posi¢fes ndo aceitas, em termos conformacionais, sugere que a
proteina de fusdo possa nao ter uma estrutura tridimensional estavel, o que poderia afetar a sua

meia-vida, uma vez que a instabilidade em C-terminal pode encaminhar a proteina para
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degradacdo. A instabilidade é dependente de condi¢des do meio e, no caso, 0 ambiente tumoral
é diferente do ambiente celular normal. Também ¢é afetada pelas caracteristicas biofisicas do
local de expresséo (citoplasmaética e nuclear), pela disponibilidade de chaperonas e pelo quanto

a habilidade de estabelecer os complexos funcionais usuais estiver preservada.
3.1.1.1.1 Abraxas

Foi utilizada a estrutura cristalizada ID 4JLU - PDB-RCSB como modelo para a comparagédo
de ligacdo e estabilidade entre o dominio BRCT_BRCA1 quimérico e o selvagem, em
complexo com o ligante Abraxas. A predicao estrutural do dominio quimérico com o ligante s
apresentou alteracGes na porcao final, sendo possivel notar um encurtamento da extremidade

C-terminal na imagem de sobreposi¢do com o modelo cristalizado (Fig. 13).

Figura 13. Sobreposi¢do entre a estrutura ID 4JLU e o dominio quimérico com o ligante
Abraxas.

A imagem ilustra a sobreposicdo da estrutura ID 4JLU, representada em verde, e a estrutura predita, em laranja.
Em rosa, encontra-se o ligante Abraxas. O circulo azul destaca a regido truncada na proteina quimérica.

FONTE: Gerada por Me. Carlos Aradjo. usando o software MOE

Na avaliacdo da energia potencial, que representa a energia livre de ligacdo entre o ligante e a
proteina indicando a estabilidade da interacdo, ndo foi observada diferenga importante entre o
modelo selvagem -3.907,09 para o quimérico -3.926,02. O mesmo ocorreu no docking
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molecular. Enquanto o dominio selvagem apresentou um S-score de -9,1739, o valor para o
modelo quimérico foi de -9,4257. O S-score ou score do docking, que indica qudo bem o ligante
se encaixa na proteina, sugere que a formacao do complexo néo foi prejudicada.

Contudo, no mapa de interacdes, observou-se que algumas cadeias do Abraxas sofreram torcoes
alterando as regides de interacdo em comparacao a ligagdo com a proteina selvagem (Fig. 14).
Uma provével causa dessa tor¢ao seria a substituicdo da Leul839 por uma Arg, criando uma
interacdo com um grupo carboxila do Abraxas, que ndo existia com a proteina selvagem. A
Arg1839 da proteina de fusdo tornou-se doadora de cadeia lateral de ambos 0s oxigénios do
grupo carboxilato. Essa interacdo pode ter sido responsavel pela dobra da por¢do N-terminal do
ligante, que passou a se posicionar entre a Asn1774 e a Phe1704 da proteina quimérica. Com
isso, o grupo fosfato de Abraxas, que antes se encontrava entre 0s aminoacidos Asnl774 e
Glu1698 da proteina selvagem, também muda de posicao, passando a se posicionarse entre 0s
aminoacidos Phel704 e Pro1659 da proteina quimérica. Interessante nesse caso, € que também
h& uma mudanca na conformacéo do BRCT, pois as interagdes do grupo fosfato com a Lys1702,
Serl1655 e Gly1656 sdo mantidas, mesmo com o deslocamento para outra regido da proteina
quimérica. Além disso, os residuos Ser1655 e Gly1656, que na proteina selvagem atuam como
aceptores da cadeia lateral do grupamento fosfato por meio de um Unico oxigénio, passaram a
estabelecer duas ligaces com a proteina quimérica. Em consequéncia da tor¢ao das cadeias, 0
residuo Asnl774, que na proteina normal aparece apenas como um receptor polar exposto, na
proteina quimérica age também como um aceptor da cadeia lateral de uma hidroxila da Abraxas.
Todas essas mudancas podem afetar a forma como o complexo atuara nas rea¢6es subsequentes.
Por isso, apesar de ndo apresentar diferenca significativa na energia de ligacao, é possivel que
a funcdo do complexo seja modificada, caso seja formado (Fig. 14).
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Figura 14. Mapa de interacdes dos dominios BRCT da proteina selvagem X dominios da
proteina quimérica com a ligante Abraxas

O polar “* sidechain acceptor O solvent residue ©X© arene-arene
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Comparacao dos mapas de interacdo da proteina selvagem (A) e quimérica (B) com o ligante Abraxas. Na imagem
B estd a Arg1839 (seta vermelha) que atua como doador da cadeia lateral de ambos os oxigénios do grupo
carboxilato. Na imagem A (seta vermelha) é possivel ver o grupamento sem nenhuma intera¢do na sua posi¢ado
normal. Em ambas as figuras (A e B) a por¢do N-terminal esta destacada em verde. O grupamento fosfato que teve
sua localizacdo alterada est4 destacado pelo circulo vermelho (A e B). Asnl774 passa a estabelecer ligacdo na
proteina quimérica (Seta verde).

FONTE: Adaptado pela autora, gerada por Carlos Aradjo, Me. usando o software MOE.

3.1.1.1.2 BACH1

Para as analises envolvendo BACHZ1, foi utilizada a estrutura cristalizada ID 1T29 - PDB-RCSB
como modelo. Na predi¢do da estrutura de fusdo com o ligante, s6 houve alteracdo expressiva

na extremidade C-terminal, como indicado na imagem de sobreposicéo (Fig. 15).
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Figura 15. Sobreposicao entre a estrutura dos dominios cristalizados BRCTs_BRCAL e 0s
dominios BRCTs_BRCA1 quimérico com o ligante BACH1

A imagem de sobreposicao ilustra a estrutura ID 1T29, representada em verde, e a estrutura predita da proteina de
fusdo BRCA1-VATL,, em laranja. Em rosa, encontra-se o ligante BACHZ1. O circulo azul destaca a regido truncada
na proteina quimérica.

FONTE: FONTE: Adaptado pela autora, gerada por Carlos Aradjo, Me. usando o software MOE.

A energia potencial para as duas estruturas ndo mostrou diferencgas significativas (-4.867,80
para estrutura selvagem, e -5.046,76 para a quimérica), indicando que as interagdes tém
estabilidades semelhantes.

Ap0s avaliar a condicdo estrutural da proteina de fusdo, foi investigada sua interacdo com o
ligante BACH1 por meio de docking molecular, onde ndo foram observadas diferencas
significativas no S-score entre a estrutura modelo (-15,2353) e a estrutura predita (-14,8711),

sugerindo que a formacao do complexo seria viavel.

Todavia, 0 mapa de interacdes revelou um maior numero de residuos interagindo diretamente
com BACH1 nos dominios BRCTs em tandem da proteina selvagem (Fig. 16). Além disso, nos
dominios BRCTs em tandem da proteina quimerica, diversos residuos apresentaram-se em
posicOes diferentes. A Thrl773 da proteina selvagem, que aparecia entre duas cadeias do

ligante, aparece externa a essas cadeias proximo a localizacdo da Thr1852 selvagem, que ndo
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existe na proteina quimerica, uma vez que a proteina € truncada na posi¢do 1851. Essa mudanca
na conformacdo do dominio BRCT pode ter sido influenciada pela substituicdo ocorrida na
posicdo 1834 (Thr por Arg), resultando na ligagdo de uma Arginina a um grupo carbonila de
BACHL. Outros aminoacidos, que indicam uma mudanca na conformagdo do BRCT, sédo
Leul657 e a Vall696, que aparecem em lados opostos do ligante quando comparamos as
proteinas selvagem e quimérica, e a Val1741 e Phe1704. Por fim, substitui¢ces de aminoacidos,
que ocorreram na proteina quimérica a partir da posicdo 1822, alteram a exposi¢do de dois
residuos presentes na proteina selvagem, a Glu1836 (Val) e a Thr1834 (Arg). Portanto, no caso
da formacdo do complexo com BACHL, percebe-se uma alteracdo maior por parte da

conformagdo da proteina quimérica e ndo tanto de tor¢Ges das cadeias do ligante (Fig. 16).

Figura 16. Mapa de interacGes dos dominios BRCT da proteina selvagem X dominios da
proteina quimérica com ligante BACH1
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Mapa de interacdes entre o dominio selvagem (A) e o0 modelo quimérico (B) com a ligante BACH1. A Thrl1773
(setas vermelhas) da proteina selvagem, que estava entre duas cadeias do ligante, desloca-se para fora dessas
cadeias, proximo a Thr1852 (seta azul), que ndo esta presente na proteina quimérica devido ao truncamento em
1851. A substituicdo da Thr1834 por Arg (setas amarelas) causa uma nova ligacao entre a Argl834 e o grupo
carbonila do BACH1. Outras mudancas incluem a Leul657 (setas rosa) e Vall696 (setas verdes), que se
posicionam em lados opostos do ligante nas duas formas. A substituicdo de aminoacidos a partir da posicdo 1822,
Glu1836 por Val e Thr1834 por Arg, (setas pretas e amarelas, respectivamente) altera a exposi¢do de receptores
da proteina selvagem. Val1741 e Phel704 perdem sua ligacdo na proteina quimérica (circulos laranjas e azuis).

FONTE: Adaptado pela autora, gerada por Carlos Aradjo, Me. usando o software MOE.
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3.1.1.1.3ctIp

As comparacdes de ligacbes em CtIP foram realizadas a partir da estrutura cristalizada ID 3COJ
- PDB-RCSB. Como descrito acima, a proteina quimeérica predita s6 demonstrou um

encurtamento na regido terminal (Fig 17).

Figura 17.Sobreposicéo entre a estrutura dos dominios cristalizados BRCTs_BRCAL e 0s
dominios BRCTs_BRCA1 quimérico com ligante CtIP

A imagem ilustra a sobreposicdo da estrutura ID 1T29, representada em verde, e da estrutura predita, em laranja.
Em rosa, encontra-se o ligante CtIP. O circulo azul destaca a regido truncada na proteina quimérica.

FONTE: Adaptado pela autora, gerada por Carlos Aradjo, Me. usando o software MOE.

A andlise da energia potencial ndo revelou diferencas significativas entre as duas estruturas, -
4.777,33 para dominio selvagem, e -4.853,55 para a proteina de fusdo. Da mesma forma, 0s
resultados do docking também ndo apresentaram diferencas significativas entre 0 modelo ID
3C0OJ (-10,1605) e a proteina quimérica predita (-10,8408). Estes dados sugerem que 0
truncamento do dominio BRCT e da regido C-terminal na proteina de fusdo ndo afetariam a
formagéo do complexo BRCA1-VATL1 com CtIP.

Ja, 0 mapa de interagdes indicou mudangas estruturais nas posi¢oes das cadeias do ligante, como
a torcdo completa da cadeia N-terminal do CtIP, o que pode influenciar a ocorréncia e
estabilidade das ligagdes do complexo no contexto celular (Fig. 18). Na proteina quimérica, os
residuos Vall836 (resultante da substituicdo p.Glul836Val) e Argl839 (resultante da

substituicdo p.Leul839Arg) atuam como receptores expostos para interacdo, enquanto o
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residuo Argl699 passa a formar uma ligacdo adicional com um segundo grupo carbonila,
atuando como doador da cadeia lateral. Os residuos Arg1835, Glu1836 e Leu1839, que estavam
presentes na proteina selvagem, foram substituidos, respectivamente, pelos aminoéacidos Asp,
Val e Arg na proteina quimérica, o que também pode ter influenciado na nova conformacéo das

cadeias do ligante (Fig. 18).

Figura 18. Mapa de interacGes dos dominios BRCT da proteina selvagem X dominios da
proteina quimérica com ligante CtIP

@) polar ~* sidechain acceptor O solvent residue arene-arene
acidic ~ * sidechain donor © metal complex ©H arene-H
O basic  ** backbone acceptor solvent contact ©+ arene-cation
O greasy - backbone donor metal/ion contact
proximity ligand C> receptor
contour exposure exposure

Mapa de interacdes entre a proteina selvagem (A) e o dominio quimérico (B) com o ligante CtIP. Os residuos
Val1836 (B - seta amarela ) e Arg1839 (B - seta vermelha), que substituiram os aminoacidos Glu (A - seta amarela)
e Leu (A - seta vermelha), respectivamente, atuam como receptores expostos para interacdo. O residuo Arg1699
(circulos verdes), na proteina quimérica, forma uma nova ligagdo com um segundo grupo carbonila, funcionando
como doador da cadeia lateral. As substituicdes de aminoécidos na proteina quimérica Arg1835Asp (seta preta),
Glu1836Val, e Leul839Arg podem ter influenciado na nova conformag&o das cadeias do ligante. Houve também
a torcéo completa da cadeia N-terminal (seta verde).

FONTE: Adaptado pela autora, gerada por Carlos Aradjo, Me. usando o software MOE.

3.1.1.1.4 ACCA

Para avaliar a formagdo do complexo com ACCA, utilizou-se como modelo a estrutura
cristalizada ID 3COJ - PDB-RCSB. Como esperado, a partir da sobreposi¢cdo do dominio
selvagem com o predito, a proteina quimérica s6 demonstrou um encurtamento na regido
terminal (Fig 19).
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Figura 19. Sobreposigéo entre a estrutura dos dominios cristalizados BRCTs_BRCAL e 0s
dominios BRCTs_BRCA1 quimérico com o ligante ACCA

A imagem ilustra a sobreposicéo da estrutura ID 3CQOJ, representada em verde, e da estrutura predita, em laranja.
Em rosa, encontra-se o ligante ACCA. O circulo azul destaca a regido truncada na proteina quimérica.

FONTE: Adaptado pela autora, gerada por Carlos Aradjo, Me. usando o software MOE.

A energia potencial de -4.447,13 para o dominio selvagem e -4.460,03 para 0 quimérico ndo
indicou diferencas importantes entre as duas estruturas. Da mesma forma, os resultados do
docking molecular ndo apontaram variagdes relevantes no S-score entre a estrutura cristalizada
3C0OJ (-10,5592) e a estrutura predita (-10,4715). Portanto, baseando-se apenas nesses
parametros, ndo ha evidéncias de que a presenca do dominio quimérico afete a formacdo do

complexo com ACCA.

O mapa de interacdes revela um maior niamero de residuos interagindo diretamente com ACCA
na estrutura selvagem (Fig. 20). Além disso, observa-se uma tor¢do na cadeia do ligante,
possivelmente explicada pela perda das ligacdes, que na proteina selvagem séo realizadas por
Aspl1840 e Thr1852. Na posicdo 1840 do dominio quimérico, Asp foi substituido por Gly, e
Thr1852 perdeu-se devido ao truncamento ocorrido no residuo 1851. Em contrapartida, uma
nova interacdo surge no dominio quimérico por meio da Val1836. Outra tor¢do € evidente na
cadeia localizada na parte inferior da imagem (Fig. 20), com inversdo do grupamento

acetamido, além de alteragbes no grupo éster e na hidroxila. Além disso, nota-se uma sutil
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mudanca conformacional em comparacdo ao dominio selvagem, sugerindo que essas

modificagOes estruturais podem impactar suas interagoes.

Figura 20. Mapa de interagdes dos dominios BRCT da proteina selvagem X dominios da
proteina quimérica com ligante ACCA
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Estrutura cristalizada (A) e dominio quimérico (B) interagindo com o ligante ACCA. Na posic¢do 1840 do dominio
quimérico, a substituicdo de Asp por Gly (seta vermelha) e a perda de Thr1852 (seta amarela) resultaram em
mudancas conformacionais. Ha4 uma nova interacdo mediada por Val1836 (seta preta). Além disso, observa-se
uma torcdo na cadeia inferior (circulo vermelho), com inversdo de grupamentos quimicos, sugerindo impacto na
interacdo com o ligante.

FONTE: Adaptado pela autora, gerada por Carlos Aradjo, MSc. usando o software MOE.

A validacao dos resultados de docking foi realizada por meio da analise do desvio quadréatico
médio (RMSD - root-mean-square deviation), com o objetivo de avaliar a confiabilidade das
conformacdes previstas para os ligantes Abraxas, BACH1, CtIP e P-ACCA. Os valores obtidos
de RMSD foram, respectivamente, 1.2083, 1.1017, 1.8864 e 0.7814. Como todos os resultados
se mantiveram abaixo do valor de 2, considerado um limite aceitavel para indicar uma boa
sobreposicao entre a estrutura prevista e a referéncia, é possivel afirmar que os modelos gerados

sdo confidveis e adequados para interpretacdes posteriores.
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Apesar da energia potencial e do s-score indicarem a formagdo do complexo, as mudancas
conformacionais observadas tanto no ligante quanto no dominio quimérico podem
comprometer a funcdo do complexo, ja que a alteracdo no padrdo de exposicao de determinados

atomos pode impactar suas interacdes e estabilidade a jusante.

3.1.1.2 Funcdes das interacbes BRCT com fosfopeptideos

Embora os valores da energia potencial e do S-score ndo tenham indicado diferencas
significativas, que impecam a formacdo de qualquer dos complexos analisados, as mudancas
estruturais observadas nos ligantes podem influenciar esse processo. No contexto
tridimensional, as conformacdes resultantes das alteragfes podem afetar a funcionalidade do
complexo formado. Dito isso, buscou-se na literatura embasamento tedrico para investigar os
possiveis efeitos dessas alteracfes, além das funcdes desempenhadas por cada uma delas no

contexto da Oncologia.

Nesse sentido, em camundongos, a interacdo BRCAL-Abraxas medeia a formacdo de um
complexo maior, composto por BARD1, BRCA1, Abraxa, NBAl, BRE, BRCC36 e Rap80
(homologo da Ubiquitin Interaction Motif Containing 1, UIMC1, de humanos), que
desempenha um papel importante na mediacdo do recrutamento de BRCA1 para as quebras de
fita dupla do DNA (CASTILLO et. al., 2014). Células de camundongos knockout para Abraxas
e Rap80, expostas a radiacdo ionizante e coradas com YH2AX (um marcador de DNA
danificado) mostraram focos de YH2AX de forma constante no periodo de 7 horas apds
exposic¢do, indicando uma deficiéncia no reparo do DNA. Ja as células selvagens diminuiram a
porcentagem de focos de YH2AX ao longo do tempo (CASTILLO et. al., 2014).

Além disso, durante a fase S/G2 do ciclo celular, BACH1 forma focos nucleares localizados
com BRCAL, sendo esse o periodo que ocorre a fosforilagdo da S990 de BACH1. Ademais,
mutacOes em BACH1, que comprometam sua interacdo com BRCAL, interrompem o reparo
das quebras de fita dupla via ativacdo da reparo por recombinagdo homéloga (CANTOR et al.,
2001). Nessa fase, o complexo BARD1-BRCA1-BACH1 atua impedindo a juncdo de
extremidades ndo-homologas (NHEJ) e favorecendo o reparo por recombinacdo homdloga.
(MOREAU et al., 2006).

J& a interagdo entre BRCAL e CtIP desempenha diferentes fungdes, dependendo do estado de

fosforilacdo e ubiquitinacdo, dos outros parceiros de interacdo e do estagio do ciclo celular
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(OLIVEIRA; KYRIACOQU, 2012). Na fase G2/M, quando em complexo, CTIP inibe BRCA1
de induzir a expressao e ativacdo do gene GADDA45 (LI et al., 2000). Contudo, quando exposta
a radiacdo ionizante, CtIP sofre hiperfosforilagdo pela serina/treonina quinase ATM (ataxia-
telangiectasia mutated) nos residuos de Ser664 e Ser745, dissociando-se de BRCAL (LI et al.,
2000). Essa dissociacdo permite que BRCAL induza a expressdo de GADDA45, criando uma
rede de interagéo, que resulta na fosforilagdo das quinases JINK/SAPK e culmina em apoptose
celular (OLIVEIRA; KYRIACOQOU, 2012). Assim, nessas condicdes, o complexo formado por
BRCAZ1 e CtIP desempenha um papel essencial no ponto de checagem G2/M e na regulacéo da
apoptose. Por outro lado, quando fosforilado na Ser327, CtIP forma um complexo com BRCA1
atuando no ponto de checagem G2/M. A interacédo é capaz de regular a ativacdo de CHK1, uma
proteina serina/treonina quinase, que desempenha a fungéo de retardar a progressdo da divisao
celular para que o DNA danificado seja reparado (YU; CHEN, 2004). No ponto de checagem
SIG2, a interacdo do complexo CtIP com o complexo MRN (Mrell, Rad50 e Nbsl) promove
a resseccdo das quebras de fita dupla, contribuindo com o reparo do DNA pela via de
recombinacdo homologa e blogueando a unido de extremidades ndo-homologas (NHEJ)
(CHEN et al., 2008).

Por fim, interacbes fosfo-dependentes entre os dominios BRCT em tandem do BRCAL e a
enzima limitante da lipogénese de novo, ACCA, foram relatadas (SHEN; TONG 2008; MAGNARD,
et al. 2002). Em sua forma ativa, ACCA é responsavel por catalisar a carboxilacdo de acetil-
CoA, gerando malonil-CoA, que é utilizado pela enzima FAS (do Inglés, Fatty Acid Synthase)
para a sintese de acidos graxos. No complexo, 0 BRCAL1 estabiliza a fosforilacdo da ACCA,
deixando-a em sua forma inativa e consequentemente impedindo a carboxilacdo da acetil-CoA
(MOREAU et al., 2006). Mutacdes, que interferem na formacéo do complexo BRCA1-ACCA,
desregulam o controle da atividade enziméatica da ACCA, contribuindo para a lipogénese
(MOREAU et al., 2006). O silenciamento de FASe ACCA, com RNA de interferéncia (RNAI),
gerou inibicdo da proliferagdo celular e a inducdo de apoptose de células de cancer de prostata,
mas ndo em células ndo malignas e com baixa atividade lipogénica (BRUSSELMANS et al.,
2005).

Considerando o exposto, as possiveis consequéncias estruturais, de estabilidade e afinidade de
ligacdo resultantes da fusdo BRCAL1-VATL1 possivelmente implicam em uma série de impactos
negativos no funcionamento celular. De acordo com a fungdo dos ligantes estudados, tais
alteracbes podem comprometer a capacidade de reparo do DNA por meio de diferentes
mecanismos, impedir a degradacdo de células danificadas e favorecer a sintese de lipidios,
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contribuindo com atividades metabdlicas associadas ao aumento de demanda energética. Esses
disturbios tém potencial para afetar a homeostase celular e contribuir para o desenvolvimento

de patologias, como o céncer.

As divergéncias entre os resultados do docking molecular e os achados na literatura, como 0s
de Clapperton et al. (2004), Li et al. (1999) e Williams et al. (2003), que relatam mutacdes e
truncamentos da proteina nos mesmos aminoacidos alterados pela fusdo, podem ser atribuidas
as limitacGes da metodologia de docking molecular. No presente estudo, o docking molecular
considerou as posicdes tanto do ligante quanto do receptor como fixas, 0 que ndo condiz com
0 contexto bioldgico dindmico. Além disso, como o0s dominios em tandem dependem das
interagcdes entre si e com o ligante para se estabilizarem, essa simplificacdo pode ter
influenciado significativamente a interacdo observada. Vale destacar que o docking molecular
geralmente é realizado em vacuo, desconsiderando condicdes fisioldgicas, caracteristicas
préprias do subsistema celular em questdo (e.g., pH, salinidade, ions presentes), interaces

complexas com a membrana, cofatores, entre outros.

3.1.2 Fusdo BRAF-TMEM178B

A fusdo BRAF-TMEM178B, também detectada na paciente PCOG65, ocorreu entre o gene BRAF
na extremidade 5’ ¢ o gene TMEM178B na extremidade 3’ (Fig. 21). Ambos os genes se
encontram na mesma localizagdo citogenética 7934, no sentido cabeca-cabeca, a uma distancia
de 150 kb um do outro. Contudo, enquanto BRAF é transcrito da fita -, TMEMZ178B é transcrito
da fita +. Os transcritos de referéncia para a fusdo sdo: NM_004333.6 para 0 gene BRAF, do
nucleotideo 1 ao 364, e NM_001195278.2 para 0 gene TMEM178B, do nucleotideo 630 ao
10.726. A fusdo é apoiada por 156 reads de suporte. Para o fragmento selvagem, foram
detectadas 488 leituras, logo a fusdo possui uma frequéncia aproximada de 32%.
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Figura 21.Fuséo Génica BRAF-TMEM178B
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A fusdo BRAF-TMEM178B ocorre entre 0 exon 1 do gene BRAF na extremidade 5” e o exon 2 do gene TMEM178B
na extremidade 3.

FONTE: CLC Genomics Workbench 23

A CDS gerada a partir da fusdo traduz-se em uma proteina com 88 aa, dos quais 46 sdo
homélogos aos da proteina BRAF selvagem e os demais derivam da sequéncia proveniente do
gene TMEM178B. Contudo, apos o ponto de fusdo, houve uma mudanca na matriz de leitura,
pois, apesar da fusdo ocorrer nas bordas dos éxons, a fase de término de leitura do éxon 1 de
BRAF é 0, enquanto a fase de inicio do éxon 2 de TMEM178B é 1.

A sequéncia homologa a BRAF nédo possui nenhum dominio funcional conservado, uma vez
que o primeiro dominio funcional se inicia no aminoacido 154 da proteina selvagem, e a fusdo
mantém apenas até o aminoacido 46. Além disso, a analise de conservacdo do fragmento
derivado de TMEM178B na proteina quimeérica ndo identificou qualquer homologia, sugerindo
que a proteina de fusdo ndo mantém nenhuma funcdo conhecida. A predicédo da estrutura 3D da

proteina esta representada na Figura 22.
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Figura 22. Predicdo da estrutura 3D da proteina quimérica BRAF-TMEM178B
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Predic&o 3D proteina BRAF-TMEMZ178B e sua estimativa de erro em Angstréms ao longo da sequéncia proteica,
indicando a confianc¢a na predicao estrutural por residuo.

FONTE: Criada pela autora usando o software Robetta.

A fusdo BRAF-TMEM178B néo foi encontrada na literatura. Embora pouco estudado, o gene
TMEM178B codifica uma proteina integral de membrana (STELZER et al., 2016). O gene
BRAF, por sua vez, é o proto-oncogene pertencente a familia RAF, que em mamiferos é
composta pelos genes ARAF, BRAF e CRAF, as proteinas dessa familia compartilnam trés
dominios conservados: CR1, CR2 e CR3 (ZAMAN; WU; BIOVANA, 2019). Em BRAF, esses
dominios estdo localizados nos seguintes intervalos (Fig 23): CR1 (154-232aa), CR2 (230-
289aa) e CR3 (463-715aa) (WANG et al., 2023). O CR1, também conhecido como dominio de
ligacdo a RAS (RBD), é responsavel pela interacdo com RAS-GTP e desempenha um papel
autorregulador. O CR2 ou dominio C1, é uma regido rica em serina, funcionando como uma
dobradica flexivel entre os dominios reguladores e cataliticos. JA CR3 é um dominio catalitico
de serina/treonina quinase (STKc), responsavel por catalisar a fosforilacdo de substratos
protéicos, sendo fundamental para a atividade quinase da proteina (ZAMAN; WU; BIOVANA,
2019); WANG et al., 2023).
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Figura 23. Dominios conservados BRAF
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Dominios conservados BRAF, isoforma 1 (NP_004324.2). RBD é o dominio de ligacdo a RAS e desempenha um
papel autorregulador; C1, é uma regido rica em serina, funcionando como uma dobradica flexivel entre os
dominios reguladores e cataliticos; STKc ¢ um dominio catalitico de serina/treonina quinase, responsavel por

catalisar a fosforilacdo de substratos protéicos, sendo fundamental para a atividade quinase da proteina.

FONTE: Criada pela aurora

Portanto, BRAF é uma serina/treonina quinase que, a partir da regulacdo por RAS ativado,
inicia a cascata de sinalizacdo MAPK/ERK (PERRONE et al., 2024). A cascata de sinalizacdo
(Fig. 24) tem inicio a partir de estimulos externos como fatores de crescimento, citocinas e
hormoénios, que ativam receptores tirosina quinase transmembranares (RTKs, do inglés
Receptor Tyrosine Kinases) (WAN, et al., 2004). Ap0s essa ativacdo, ocorre o0 recrutamento
dos fatores de troca de nucleotideos de guanina (GEFs, do inglés guanine nucleotide exchange
factors), que promovem a troca de GDP por GTP em RAS, ativando-o. O RAS ativado interage
com RAF, nessa via, de forma preferencial com BRAF (SMIECH et al., 2020), recrutando-o
para a membrana, onde ocorre a homodimerizacdo (BRAF-BRAF) ou a heterodimerizacéo
(BRAF-CRAF) e ativacdo da proteina (POULIKAKOS; SULLIVAN; YAEGER, 2022).
Quando ativado, o BRAF fosforila quinases ativadas por mitdgenos MEK1 e MEK2 (MAPK)
que, entdo, fosforila as quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK1/2). ERK atua como
moduladora, regulando a expressao de genes e sinais envolvidos no crescimento, proliferacao
e secrecdo celular, dependendo do contexto fisiolégico (PERRONE, et al., 2024; ZAMAN;
WU; BIOVANA, 2019; WELLBROCK; KARASARIDES; MARIAS, 2004). Em condicdes
normais, e para manter a homeostase celular, a cascata metabdlica gera diversos mecanismos
de feedback negativo para evitar a proliferacdo exacerbada. Nesse contexto, ERK ativada age
inibindo GEFs, além de aumentar a expressao das proteinas Sproutyl e 2 (em camundongos) e
DUSP, que inibem, respectivamente, RTKs e MAPKs (YAO et al., 2015; HOLDERFIELD et
al., 2014; HANAFUSA et al., 2002).
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Figura 24.Cascata de sinalizacdo MAPK/ERK
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A cascata tem inicio com fatores de crescimento, horménios e citocinas (mitégenos) se ligando aos ativam
receptores tirosina quinase transmembranares RTKs que recrutam Fatores de troca de nucleotideos de guanina
(GEFs), promovendo a troca de GDP por GTP em RAS, ativando-0. RAS ativado interage com BRAF recrutando-
0 para a membrana, onde ocorre a homodimerizacdo (BRAF-BRAF) ou a heterodimerizacdo (BRAF-CRAF) e
ativacdo de BRAF, que fosforila quinases ativadas por mitégenos MEK1 e MEK2 (MAPK) que, entdo, fosforila
as quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK1/2). ERK além de regular proliferacdo, crescimento e
secrecdo celular, desencadeia mecanismos de feedback negativo para o controle da via.

FONTE: Criada pela autora

BRAF € um proto-oncogene de interesse clinico, ja que se apresenta mutado em 6% de todos 0s
tipos de canceres humanos (POULIKAKOS; SULLIVAN; YAEGER, 2022). Mais
especificamente, em LGSOC, o gene apresenta frequéncia de até 33% de mutacdo, sendo um

dos genes mais frequentemente alterados nesse tipo de neoplasia (PERRONE, et al., 2024).

As mutagdes com potencial neoplasico que ocorrem em BRAF séo classificadas em mutacdes
de classe 1, 2 e 3. Mutacdes de classe 1, sendo V600E a mais frequente, gera uma ativacao
constitutiva da proteina, que funciona como mondmero independente da regulacdo upstream
realizada por RAS, resultando na ativacdo continua da via MAPK/ERK (SMIECH et al., 2020;
ZAMAN; WU; BIOVANA, 2019). Mutacfes BRAF de classe 2 também independem de RAS,
mas necessitam da formacgéo de um heterodimero com CRAF, ou BRAF selvagem para ativar
MAPK, gerando consequéncias menos severas comparadas as mutacdes de classe 1 (SMIECH
et al., 2020; ZAMAN; WU; BIOVANA, 2019). Ja as mutacgdes de classe 3 sdo caracterizadas
pela perda da atividade quinase da proteina, contudo, de forma indireta contribuem com a
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proliferacdo celular devido a reducdo dos feedbacks negativos mediados por ERK (Fig. 25).
Essa reducdo intensifica a atividade de RTK e RAS, que passa a ativar a via a partir de CRAF
e, além disso, aciona outras vias de proliferagdo celular, como PI3K (OZGU et al., 2024;
SMIECH et al., 2020; ZAMAN; WU; BIOVANA, 2019).

Figura 25. Ativacdo atipica da via MAPK/ERK e PI3K
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Na ilustracdo pode-se visualizar a ativacdo da via MAPK-ERK por mutacGes BRAF de classe 1 (seta laranja),
mutacBes BRAF de classe 2 (seta verde) e mutacGes BRAF de classe 3 (representada em ordem por setas diretas
azuis, seta tracejadas em azul e setas tracejadas em amarelo).

FONTE: Criada pela autora

A falta de feedback negativo € um problema que também afeta a terapia com inibidores de RAF,
amplamente utilizada em pacientes portadores de mutacéo de classe 1, sendo a principal causa
de resisténcia primaria. A inibi¢cdo da oncoproteina BRAF pode ativar RAF selvagens, que d&o
sequéncia a cascata de sinalizagcdo, mas amenizam os mecanismos de feedback negativo,
causando um aumento no nivel de RTKs, RAS-GTP (HOLDERFIELD et al., 2014).

Além da resisténcia primaria, mecanismos de resisténcia adquirida tambem s&o relatados em
pacientes de melanoma com mutacdo em BRAF tratados com inibidores de RAF. Em sua
maioria 0s mecanismos envolvem a reativacdo de MAPK, seja por ativagdo mutacional de RAS
elou MAPK ou ainda pelo aumento de atividade de CRAF (OZGU et al., 2024;
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HOLDERFIELD et al.,, 2014). Ademais, SHI e colaboradores (2014), identificaram uma
ativacdo positiva na via PTEN-PI3K-AKT em cerca de 22% dos pacientes com melanoma
tratados com inibidores de RAF. O mesmo foi visto em pacientes com céncer colorretal que
realizaram tratamento com anti-EGFR e inibidor de MEK (VITIELLO, et al., 2019)

A paciente POC65, portadora da fusdio BRAF-TMEM178 ndo apresenta outras mutacdes em
BRAF, exceto por uma mutacdo sindbnima, NM_004333.6(BRAF):c.1929A>G (p.Gly643=),
classificada como benigna. Contudo, com base no exposto, € evidente que a fusdo génica pode
contribuir para a carcinogénese ovariana. Isso ocorre porque, com a perda de seus dominios
funcionais, a proteina gerada a partir desse alelo perde sua funcdo quinase. Além disso,
considerando sua alta frequéncia de 33% pode-se sugerir que essa fusdo seja um possivel driver
do carcinoma da paciente. A fusdo pode ter interferido na homeostase celular, impactando
negativamente no feedback negativo da via ERK e promovendo a proliferacdo celular por

mecanismos a jusantes.
3.1.3 Fusdo KDM7A-BRAF

A fusdo KDM7A-BRAF (p-value 0,00; Z-score 4,16), presente na paciente diagnosticada com
HGSOC (PCO37), envolve o gene KDM7A na extremidade 5’ ¢ o gene BRAF na extremidade
3’ (Fig. 26). Ambos os genes situam-Se em 7q34, ambos na fita -, distantes 500 kb um do outro.
Os transcritos de referéncia para a fusdo sdo: NM_030647.2 para o gene KDM7A, do
nucleotideo 1 ao 240, e NM_004333.6 para o gene BRAF, do nucleotideo 365 ao 6.459. A fusdo
é apoiada por 13 reads de suporte, representando aproximadamente 2% dos transcritos

identificados para o gene BRAF.
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Figura 26.Fusédo Génica KDM7A-BRAF
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A fusdo KDM7A-BRAF ocorre entre o exon 1 do gene KDM7A na extremidade 5’ ¢ o exon 2 do gene BRAF na
extremidade 3°.

FONTE: CLC Genomics Workbench 23

A fusdo resulta em uma proteina com 71 residuos de aminoacidos, dos quais 0s 64 iniciais sdo
homologos aos da proteina KDM7A, e os 7 demais derivam da sequéncia de do gene BRAF. No
entanto, os 7 aminoacidos diferem da proteina BRAF devido a mudanca no quadro de leitura
gerada pela fusdo. Nenhum dominio funcional referente a proteina KDM7A foi conservado, e
néo foi identificada homologia para o fragmento restante e ndo foi identificada homologia para
o fragmento restante. A predicdo da estrutura 3D da proteina esta representada na Figura 27.

Figura 27.Predicdo da estrutura 3D da proteina quimérica KDM7A-BRAF
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Predicdo 3D proteina KDM7A-BRAF e sua estimativa de erro em Angstréms ao longo da sequéncia proteica,
indicando a confianca na predicéo estrutural por residuo.

FONTE: Adaptado de Robetta
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A fusdo KDM7A-BRAF ja foi descrita na literatura, ocorrendo no cancer de ovario seroso de
alto grau, embora sem detalhes especificos sobre sua estrutura (ROSS et al., 2016). Além disso,
uma fusdo envolvendo os mesmos genes foi detectada em células SNU-16, que sdo resistentes
a inibidores de FGFR (AZD-R). Nesse contexto, a fusdo envolve o exon 12 de KDM7A e, a
partir do exon 4 de BRAF, resultando na perda do dominio Ras em BRAF e levando a sua
ativacdo constitutiva dependente de dimero. Essa caracteristica sugere que a fusdo pode atuar
como um possivel mecanismo de resisténcia ao tratamento com inibidores de FGFR (SASE et
al., 2018).

Uma possivel consequéncia funcional da fusdo detectada e descrita no presente estudo € a
inativacdo de ambos os genes. As implicagdes dessa inativacdo para o gene BRAF foram
discutidas na secdo anterior. Aqui serdo abordadas as possiveis consequéncias funcionais para
0 gene KDMTA.

KDMTYA pertence a familia das histonas lisina desmetilases, responsaveis por modificacdes pos-
traducionais, que promovem a remodelacdo da cromatina (LI et al., 2023). De forma mais
especifica, KDM7A pertence ao subgrupo da familia que contém o dominio Jumonji C (JmjC).
KDMTYA é responsavel pelo processo de desmetilacdo de H3K9mel/2 e H3K27mel/2 (HUANG
et al., 2010). Os substratos H3K9me2 e H3K27me2 atuam como marcacgdes epigenéticas de
inibicdo e sua desmetilagdo por KDM7A promove a descondensacdo da cromatina, permitindo
a acdo das acetiltransferases para ativar ou potencializar a transcricdo dos genes
(LONGBOTHAM; ZHANG; FUJIMORI et al., 2020).

Na literatura, ha relatos de que as marcacgdes epigenéticas H3K9me2 e H3K27me2 regulam
genes envolvidos em processos de desenvolvimento neural e esquelético, além da diferenciacéo
e migracdo celular, sendo importantes para o desenvolvimento embrionario, periodo em que a
regulacdo epigenética desempenha um papel crucial (HUANG et al., 2010; LONGBOTHAM;
ZHANG; FUJIMORI, 2020; WANG et al., 2021; YANG et al., 2019).

No contexto da Oncologia, diversos estudos tratam da influéncia do gene KDM7A na
carcinogénese em diferentes tipos de tumores. Zhang e colaboradores (2021) confirmaram que
a desmetilacdo conjunta de H3K9me2 e H3K27me2, induzida por KDM7A, leva a transcrigédo
de RHOJ, uma proteina da superfamilia das GTPases Ras, promovendo migragdo e invasdo de
celulas de cancer de mama in vitro. O knockdown de KDMT7A atenuou o0 crescimento e a

metéstase de células de cancer de mama em camundongos. Ainda no cancer de mama, KDM7A
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medeia a transicao epitelial-mesenquimal induzida por TGF-£ (LIU et al., 2019). Também em
camundongos, KDM7A foi associado ao crescimento de células cancerigenas no cancer de
bexiga, sendo que o knockdown do gene reduziu a proliferacdo celular neoplésica (LEE et al.,
2020).

Por outro lado, em cancer de pancreas e glioblastoma, por exemplo, a regulacdo negativa de
KDMT7A confere vantagens as células cancerigenas. No cancer de pancreas, a reducdo da
expressdo de KDM7A induz transicao epitélio-mesenquimal em células PANC-1, promovendo
a progressao tumoral (PAN et al., 2015). No glioblastoma, a diminui¢do da atividade de
KDMTYA resulta no aumento dos niveis de H3K9me3 e H3K27me3, o que induz danos ao DNA
e impacta a progressdo do tumor (MALLM et al., 2020). J& no carcinoma hepatocelular, a
expressdo reduzida de KDM7A esta associada a menor sobrevida global dos pacientes (QU et
al., 2022).

Diante do exposto, a fusdo KDM7A-BRAF pode desempenhar um papel significativo na
carcinogénese ao comprometer vias de sinalizag&o essenciais para a proliferagdo celular, um
efeito ja observado em outras fusdes envolvendo BRAF. Além disso, a inativacdo de KDM7A
pode impactar diretamente a regulacdo epigenética, alterando a acessibilidade da cromatina e
modulando a expressdo génica de maneira dependente do contexto celular. Vale ressaltar que a
regulacdo negativa ou a inativacdo de KDM7A pode ter consequéncias tanto benéficas quanto
prejudiciais, variando conforme o microambiente tumoral e outros fatores biol6gicos. Diante
dessas complexidades, a definicdo do impacto funcional da fusdo KDM7A-BRAF demanda
investigacBes mais aprofundadas, incluindo estudos in vitro, para esclarecer seu papel na

progressao tumoral e na resposta terapéutica.

3.2 Validagéo das fusdes

Com o propésito de validar os dados obtidos por RNA-seq e analises bioinformaticas, realizou-
se uma etapa de busca das fusdes génicas diretamente no mRNA extraido das pacientes. A
validagdo fornece evidéncias experimentais independentes que confirmam a existéncia dos
eventos identificados, assegurando a consisténcia dos resultados e fortalecendo sua relevancia

no contexto da carcinogénese.

Iniciou-se a validagdo por meio de PCR convencional, utilizando conjuntos de primers
especificos para as fusGes identificadas. Foram realizadas diversas tentativas de amplificacao

para todas as fusoes, variando tanto concentracédo de cDNA quanto temperatura de anelamento.
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No entanto, apenas o padrdo de peso molecular e o amplicon referente aos primers para controle
da reacdo foram visualizados no gel de agarose, sem a detecgdo das fusbes esperadas em
nenhum dos experimentos (dados ndo mostrados). Considerando os possiveis fatores limitantes,
concluiu-se que, devido a degradacdo do RNA proveniente de FFPE, um amplicon de
aproximadamente 300 pb ndo seria ideal. Além disso, durante o preparo da biblioteca de
sequenciamento, ocorre uma etapa de fragmentacdo do RNA, gerando fragmentos de
aproximadamente 150 pb, o que impossibilitou a testagem dos primers por meio de PCR

utilizando amostra das bibliotecas.

Na tentativa de aumentar a sensibilidade da detec¢do optou-se por realizar uma PCR hemi-
nested. Contudo, devido a falta de tempo habil, a técnica foi aplicada apenas para fusdo BRCA1-
VAT1, detectada na paciente PCO65. Essa fusao foi escolhida por envolver um gene supressor
tumoral e, além disso, por preservar quase todos os seus dominios funcionais, sendo, portanto,

a que apresentava maior potencial para estudos funcionais entre as fusdes detectadas.

Com os primers desenhados para a PCR hemi-nested, que amplificam amplicons menores que
150 pb, tamanho dos fragmentos gerados na etapa de fragmentacao das bibliotecas, foi possivel
utilizar a biblioteca de sequenciamento da paciente PCO65 como amostra para a testagem dos
primers. Para esse fim, realizou-se uma PCR convencional, na qual a fusdo BRCA1-VAT1 foi
detectada. Observou-se a presenca de amplicons com tamanhos préximos aos esperados, 82 e
113 pb (Figura 28). Durante o seu preparo, a biblioteca de sequenciamento passa por uma etapa

de enriquecimento de alvos, o que pode ter contribuido para a amplificacdo bem-sucedida.
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Figura 28. Amplificacdo do alvo para a fusdo BRCA1-VAT1 na biblioteca de sequenciamento
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A) Gel virtual da corrida mostrando em sequéncia controle sem template (NTC) para o conjunto de primers F1R1,
primer F1R1, NTC para primer F1R2 e primer F1R2; B) Eletroferograma mostrando amplificagéo para fragmento
de 83 pb (alvo do primer F1R1); C) Eletroferograma mostrando amplificagdo para fragmento de 113pb (alvo do
primer F1R2).

FONTE: Adaptada pela autora de QIAxcel

Na primeira etapa da hemi-nested, realizada na amostra de RNA extraida do tecido tumoral
parafinado da paciente PCOG65, ndo foi possivel visualizar a presenca do amplicon alvo (114
pb, primers F1 vs. R2 ) na eletroforese capilar. Esse resultado negativo pode ser atribuido a
degradacdo do RNA proveniente de amostras FFPE, um fator comum em materiais fixados
dessa forma (CAPPELLO et al., 2022). Ademais, 0 alvo de interesse apresenta baixa frequéncia
(1,54%), o que reduz ainda mais as chances de detecgéo. Apesar disso, utilizou-se o produto da
primeira etapa da PCR hemi-nested para a segunda etapa da ra¢do, onde houve a detecgéo de
um fragmento de 95 pb, enquanto o tamanho esperado era de 83 pb (primers F1 vs. R2; Figura
29).
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Figura 29.Amplificacdo do alvo para a fusdo BRCA1-VAT1 por PCR hemi-nested
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A) Gel virtual da corrida mostrando amplicon de 95pb; B) Eletroferograma mostrando amplificacdo do fragmento
de 95pb. O padrdo de peso molecular utilizado foi de 25 a 500pb.

FONTE: Adaptada pela autora de QIAxcel
Apbs a purificacdo do amplicon de 95pb, amplificado na amostra de tecido tumoral, o produto
foi enviado para sequenciamento Sanger. No entanto, os resultados foram insatisfatérios,

apresentando uma sequéncia de baixa qualidade e confiabilidade. Logo, ndo foi possivel
determinar que o fragmento detectado era derivado da fusdo BRCA1-VAT1.

A deteccdo das fusbes génicas realizadas a partir da técnica de alta sensibilidade, RNA-seq,
oferecem uma base promissora para a compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes
a carcinogénese. Embora os esforcos para a validagdo tenham enfrentado desafios, os resultados

preliminares apontam para a relevancia dessas fusoes.

3.3 Relacgéo entre as Fusdes Génicas e Perfis Clinico-Patolégicos das pacientes com CO

3.3.1 A paciente PCO65

A paciente PCOG65, 51 anos, em sua historia gineco-obstétrica refere menarca aos 13 anos, néo
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apresentava menopausa ao diagnostico, trés gestacoes e trés partos normais. Possui histérico de
comorbidades, incluindo aneurisma cerebral, depresséo e trombose; além de histérico familiar
de cancer de mama (mé&e) e cancer de figado e intestino (pai). Foi diagnosticada com cancer de
colo uterino aos 39 anos de idade, tratada com cirurgia de alta frequéncia. Sete anos depois, aos
46 anos, foi diagnosticada com LGSOC, no estagio IA. Laudo anatomopatoldégico de cortes
histoldgicos seriados mostram margens livres sem invasao linfovascular. Apresentava CA-125
de 8052 U/mL. O tumor estava limitado ao ovario direito, sem presenca de células malignas
na ascite. De forma sincrona, também foi diagnosticada com outro adenocarcinoma de colo
uterino em estagio IB1. Inicialmente, a paciente foi submetida a salpingo-ooforectomia
bilateral, histerectomia total abdominal, omentectomia e linfadenectomia pélvica seletiva
bilateral, sem tratamento adjuvante para o cancer de ovario. Além disso, apds cirurgia passou
por radioterapia conformacional loco-regional em pelve, na dose tumor total de 45Gy/25
fracdes e 4 insercOes de braquiterapia T para tratar cancer de colo de utero. Quase um ano ap6s
a cirurgia, teve a primeira recidiva de adenocarcinoma de ovério sendo tratada com seis ciclos
de quimioterapia (carboplatina + paclitaxel), obtendo remissdo completa. Diante do quadro
sintomatologico, um ano depois, foram solicitados novos exames para estadiamento de novas
recidivas. Atualmente, a doenca se encontra estavel no abdémen, com sinais de metastase no

pulmao e a paciente esta em cuidados paliativos, fazendo uso de gencitabina.

A paciente apresenta um historico complexo de neoplasias ginecoldgicas, incluindo carcinoma
do colo do Utero e LGSC, ambos diagnosticados em estagios iniciais e tratados cirurgicamente.
Apesar do tratamento inicial bem-sucedido, incluindo cirurgia e radioterapia, houve maltiplas
recidivas do adenocarcinoma de ovério, evoluindo para metastases pulmonares.
Este caso ilustra a complexidade da evolucdo do LGSC, sua tendéncia a recidivar e a
importancia de estratégias terapéuticas individualizadas para 0 manejo da doenca avancada. As
fusbes BRCA1-VAT1 detectadas nesta paciente, devido sua baixa frequéncia (presente apenas,
em aproximadamente 1,54% dos transcritos referentes ao BRCA1), e a possivel inducdo de
NMD pode ndo ter repercussdo funcional. Contudo, a maior parte do gene BRCAL esta
preservada, havendo truncamento do dominio BRCT-c. As analises das interacfes entre a
proteina de fusdo e seus ligandos habituais sugerem que estas interacbes podem continuar
ocorrendo ou ser modificadas. Devido a func¢do dos ligantes quando em complexo com os
dominios in tandem BRCT_BRCAI1, prejudicados pela fusdo, tais alteracbes podem
comprometer a capacidade de reparo do DNA por meio de diferentes mecanismos, impedir a
degradacéo de células danificadas e favorecer a sintese de lipidios, contribuindo com atividades
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metabolicas associadas ao aumento de demanda energética. Esses disturbios tém potencial para
afetar a resposta a quimioterapia e contribuir para a recorréncia do tumor. Adicionalmente, a
inativacdo de BRAF, na fusdéo BRAF-TMEM178B, pode influenciar negativamente o feedback
negativo da via ERK promovendo a proliferacéo celular e recidiva da doenca. Esta fusdo ocorre
em uma frequéncia relevante (aproximadamente 32%), destacando sua possivel contribuicao

para o cancer ja estabelecido.

3.3.2 A paciente PCO 37

A paciente PCO037, diagnosticada aos 54 anos, apresentava carcinoma seroso papilifero de
alto grau, com estadiamento IVB. Possuia histdrico ginecologico de menarca aos 14 anos e
menarca aos 54, ndo tendo nenhuma gestacao e historico familiar de cancer de mama e ovario
na mae e cancer de prostata no pai. Ndo apresentava comorbidades prévias conhecidas, mas
possuia histérico de tabagismo. O diagnostico foi confirmado por exame anatomopatoldgico,
gue revelou margens cirurgicas comprometidas e presenca de invasdo linfovascular, sem relato
de ascite. O nivel de CA 125 antes da cirurgia era de 574,3 U/mL. Como tratamento primario,
a paciente foi submetida a laparotomia exploradora, com histerectomia total, anexectomia
bilateral e omentectomia. Iniciou quimioterapia com cisplatina e taxol, porém o tumor
demonstrou resisténcia, com recidiva apenas um més do término dos ciclos de tratamento. A
paciente seguiu para quimioterapia de segunda linha com gemcitabina. No entanto, no mesmo
ano, os exames de imagem indicaram metéastases pulmonares e hepaticas. A paciente
permaneceu em acompanhamento paliativos devido a progressao da doenca, evoluindo para
Obito em dezembro do mesmo ano.

Como discutido anteriormente, a fusdo KDM7A-BRAF pode contribuir para a carcinogénese
ovariana, comprometendo vias de sinalizagdo essenciais para a proliferacdo celular. Além disso,
sua presenca pode influenciar na condensacdo da cromatina, modulando a expressao génica de
forma dependente do contexto celular. Esta fusdo foi detectada na paciente diagnosticada ja em
estagios avancados, ocorrendo em baixa frequéncia (2%) sugerindo que, a principio, ela ndo
deve ser um fator determinante para o desenvolvimento do tumor. No entanto, diante de seu
papel relevante no contexto da carcinogénese, a fusdo KDM7A-BRAF pode influenciar a

progressao da doenca.
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4. CONCLUSOES

As andlises realizadas no presente estudo indicam que as fusbes BRCA1-VAT1, BRAF-
TMEM178B e KDM7A-BRAF, que envolvem oncogenes e supressores tumorais, podem
contribuir para a carcinogénese ovariana ao afetarem a homeostase celular e a integridade de
importantes complexos funcionais. Os mecanismos envolvidos incluem a alteracdo dos
processos de degradacao de células danificadas, o aumento do arcabouco lipidico, a inibigcdo do
reparo do DNA, a proliferacdo celular exacerbada e a modulacéo da expressao génica por meio
da regulacdo epigenética. Essas perturbacGes podem favorecer o desenvolvimento e a
progressao da neoplasia, além de influenciar nas respostas aos tratamentos. Dessa forma, este
estudo reforca a importancia de investigacfes que busquem compreender o impacto desses
eventos e suas potenciais implicacdes clinicas, destacando a relevancia das fusbes génicas na

biologia do cancer epitelial de ovario.

5. LIMITACOES

Embora este estudo tenha fornecido observacdes relevantes sobre o impacto das fusdes
abordadas, sua analise foi limitada pelo nimero reduzido de amostras, o que dificulta a
correlacdo direta entre os achados e os aspectos clinico-patolégicos das pacientes. Além disso,
a abordagem in silico apresenta restricdes inerentes as predicdes computacionais, que ndo
reproduzem integralmente o contexto celular nem capturam a complexidade das interacfes

génicas em sua totalidade.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo contribui para a compreensdo das alteracdes moleculares associadas a
carcinogénese ovariana. Estudos futuros, incluindo analises funcionais in vitro e in vivo,
poderdo complementar a investigacdo dos impactos dessas fusdes génicas, bem como suas

implicacdes no prognostico e na resposta terapéutica das pacientes.
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GTACCTTGATTTCGTATTCTGAGAGGCTGCTGCTTAGCGGTAGCCCCTTGGTTTCC
GTGGCAACGGAAAAGCGCGGGAATTACAGATAAATTAAAACTGCGACTGCGCGG
CGTGAGCTCGCTGAGACTTCCTGGACGGGGGACAGGCTGTGGGGTTTCTCAGATA
ACTGGGCCCCTGCGCTCAGGAGGCCTTCACCCTCTGCTCTGGGTAAAGTTCATTG
GAACAGAAAGAAATGGATTTATCTGCTCTTCGCGTTGAAGAAGTACAAAATGTCA
TTAATGCTATGCAGAAAATCTTAGAGTGTCCCATCTGTCTGGAGTTGATCAAGGA
ACCTGTCTCCACAAAGTGTGACCACATATTTTGCAAATTTTGCATGCTGAAACTTC
TCAACCAGAAGAAAGGGCCTTCACAGTGTCCTTTATGTAAGAATGATATAACCAA
AAGGAGCCTACAAGAAAGTACGAGATTTAGTCAACTTGTTGAAGAGCTATTGAA
AATCATTTGTGCTTTTCAGCTTGACACAGGTTTGGAGTATGCAAACAGCTATAATT
TTGCAAAAAAGGAAAATAACTCTCCTGAACATCTAAAAGATGAAGTTTCTATCAT
CCAAAGTATGGGCTACAGAAACCGTGCCAAAAGACTTCTACAGAGTGAACCCGA
AAATCCTTCCTTGCAGGAAACCAGTCTCAGTGTCCAACTCTCTAACCTTGGAACT
GTGAGAACTCTGAGGACAAAGCAGCGGATACAACCTCAAAAGACGTCTGTCTAC
ATTGAATTGGGATCTGATTCTTCTGAAGATACCGTTAATAAGGCAACTTATTGCA
GTGTGGGAGATCAAGAATTGTTACAAATCACCCCTCAAGGAACCAGGGATGAAA
TCAGTTTGGATTCTGCAAAAAAGGCTGCTTGTGAATTTTCTGAGACGGATGTAAC
AAATACTGAACATCATCAACCCAGTAATAATGATTTGAACACCACTGAGAAGCGT
GCAGCTGAGAGGCATCCAGAAAAGTATCAGGGTAGTTCTGTTTCAAACTTGCATG
TGGAGCCATGTGGCACAAATACTCATGCCAGCTCATTACAGCATGAGAACAGCA
GTTTATTACTCACTAAAGACAGAATGAATGTAGAAAAGGCTGAATTCTGTAATAA
AAGCAAACAGCCTGGCTTAGCAAGGAGCCAACATAACAGATGGGCTGGAAGTAA
GGAAACATGTAATGATAGGCGGACTCCCAGCACAGAAAAAAAGGTAGATCTGAA
TGCTGATCCCCTGTGTGAGAGAAAAGAATGGAATAAGCAGAAACTGCCATGCTC
AGAGAATCCTAGAGATACTGAAGATGTTCCTTGGATAACACTAAATAGCAGCATT
CAGAAAGTTAATGAGTGGTTTTCCAGAAGTGATGAACTGTTAGGTTCTGATGACT
CACATGATGGGGAGTCTGAATCAAATGCCAAAGTAGCTGATGTATTGGACGTTCT
AAATGAGGTAGATGAATATTCTGGTTCTTCAGAGAAAATAGACTTACTGGCCAGT
GATCCTCATGAGGCTTTAATATGTAAAAGTGAAAGAGTTCACTCCAAATCAGTAG
AGAGTAATATTGAAGACAAAATATTTGGGAAAACCTATCGGAAGAAGGCAAGCC
TCCCCAACTTAAGCCATGTAACTGAAAATCTAATTATAGGAGCATTTGTTACTGA
GCCACAGATAATACAAGAGCGTCCCCTCACAAATAAATTAAAGCGTAAAAGGAG
ACCTACATCAGGCCTTCATCCTGAGGATTTTATCAAGAAAGCAGATTTGGCAGTT
CAAAAGACTCCTGAAATGATAAATCAGGGAACTAACCAAACGGAGCAGAATGGT
CAAGTGATGAATATTACTAATAGTGGTCATGAGAATAAAACAAAAGGTGATTCTA
TTCAGAATGAGAAAAATCCTAACCCAATAGAATCACTCGAAAAAGAATCTGCTTT
CAAAACGAAAGCTGAACCTATAAGCAGCAGTATAAGCAATATGGAACTCGAATT
AAATATCCACAATTCAAAAGCACCTAAAAAGAATAGGCTGAGGAGGAAGTCTTC
TACCAGGCATATTCATGCGCTTGAACTAGTAGTCAGTAGAAATCTAAGCCCACCT
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AATTGTACTGAATTGCAAATTGATAGTTGTTCTAGCAGTGAAGAGATAAAGAAAA
AAAAGTACAACCAAATGCCAGTCAGGCACAGCAGAAACCTACAACTCATGGAAG
GTAAAGAACCTGCAACTGGAGCCAAGAAGAGTAACAAGCCAAATGAACAGACA
AGTAAAAGACATGACAGCGATACTTTCCCAGAGCTGAAGTTAACAAATGCACCT
GGTTCTTTTACTAAGTGTTCAAATACCAGTGAACTTAAAGAATTTGTCAATCCTAG
CCTTCCAAGAGAAGAAAAAGAAGAGAAACTAGAAACAGTTAAAGTGTCTAATAA
TGCTGAAGACCCCAAAGATCTCATGTTAAGTGGAGAAAGGGTTTTGCAAACTGAA
AGATCTGTAGAGAGTAGCAGTATTTCATTGGTACCTGGTACTGATTATGGCACTC
AGGAAAGTATCTCGTTACTGGAAGTTAGCACTCTAGGGAAGGCAAAAACAGAAC
CAAATAAATGTGTGAGTCAGTGTGCAGCATTTGAAAACCCCAAGGGACTAATTCA
TGGTTGTTCCAAAGATAATAGAAATGACACAGAAGGCTTTAAGTATCCATTGGGA
CATGAAGTTAACCACAGTCGGGAAACAAGCATAGAAATGGAAGAAAGTGAACTT
GATGCTCAGTATTTGCAGAATACATTCAAGGTTTCAAAGCGCCAGTCATTTGCTC
CGTTTTCAAATCCAGGAAATGCAGAAGAGGAATGTGCAACATTCTCTGCCCACTC
TGGGTCCTTAAAGAAACAAAGTCCAAAAGTCACTTTTGAATGTGAACAAAAGGA
AGAAAATCAAGGAAAGAATGAGTCTAATATCAAGCCTGTACAGACAGTTAATAT
CACTGCAGGCTTTCCTGTGGTTGGTCAGAAAGATAAGCCAGTTGATAATGCCAAA
TGTAGTATCAAAGGAGGCTCTAGGTTTTGTCTATCATCTCAGTTCAGAGGCAACG
AAACTGGACTCATTACTCCAAATAAACATGGACTTTTACAAAACCCATATCGTAT
ACCACCACTTTTTCCCATCAAGTCATTTGTTAAAACTAAATGTAAGAAAAATCTG
CTAGAGGAAAACTTTGAGGAACATTCAATGTCACCTGAAAGAGAAATGGGAAAT
GAGAACATTCCAAGTACAGTGAGCACAATTAGCCGTAATAACATTAGAGAAAAT
GTTTTTAAAGAAGCCAGCTCAAGCAATATTAATGAAGTAGGTTCCAGTACTAATG
AAGTGGGCTCCAGTATTAATGAAATAGGTTCCAGTGATGAAAACATTCAAGCAG
AACTAGGTAGAAACAGAGGGCCAAAATTGAATGCTATGCTTAGATTAGGGGTTTT
GCAACCTGAGGTCTATAAACAAAGTCTTCCTGGAAGTAATTGTAAGCATCCTGAA
ATAAAAAAGCAAGAATATGAAGAAGTAGTTCAGACTGTTAATACAGATTTCTCTC
CATATCTGATTTCAGATAACTTAGAACAGCCTATGGGAAGTAGTCATGCATCTCA
GGTTTGTTCTGAGACACCTGATGACCTGTTAGATGATGGTGAAATAAAGGAAGAT
ACTAGTTTTGCTGAAAATGACATTAAGGAAAGTTCTGCTGTTTTTAGCAAAAGCG
TCCAGAAAGGAGAGCTTAGCAGGAGTCCTAGCCCTTTCACCCATACACATTTGGC
TCAGGGTTACCGAAGAGGGGCCAAGAAATTAGAGTCCTCAGAAGAGAACTTATC
TAGTGAGGATGAAGAGCTTCCCTGCTTCCAACACTTGTTATTTGGTAAAGTAAAC
AATATACCTTCTCAGTCTACTAGGCATAGCACCGTTGCTACCGAGTGTCTGTCTAA
GAACACAGAGGAGAATTTATTATCATTGAAGAATAGCTTAAATGACTGCAGTAAC
CAGGTAATATTGGCAAAGGCATCTCAGGAACATCACCTTAGTGAGGAAACAAAA
TGTTCTGCTAGCTTGTTTTCTTCACAGTGCAGTGAATTGGAAGACTTGACTGCAAA
TACAAACACCCAGGATCCTTTCTTGATTGGTTCTTCCAAACAAATGAGGCATCAG
TCTGAAAGCCAGGGAGTTGGTCTGAGTGACAAGGAATTGGTTTCAGATGATGAA
GAAAGAGGAACGGGCTTGGAAGAAAATAATCAAGAAGAGCAAAGCATGGATTC
AAACTTAGGTGAAGCAGCATCTGGGTGTGAGAGTGAAACAAGCGTCTCTGAAGA
CTGCTCAGGGCTATCCTCTCAGAGTGACATTTTAACCACTCAGCAGAGGGATACC
ATGCAACATAACCTGATAAAGCTCCAGCAGGAAATGGCTGAACTAGAAGCTGTG
TTAGAACAGCATGGGAGCCAGCCTTCTAACAGCTACCCTTCCATCATAAGTGACT
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CTTCTGCCCTTGAGGACCTGCGAAATCCAGAACAAAGCACATCAGAAAAAGCAG
TATTAACTTCACAGAAAAGTAGTGAATACCCTATAAGCCAGAATCCAGAAGGCCT
TTCTGCTGACAAGTTTGAGGTGTCTGCAGATAGTTCTACCAGTAAAAATAAAGAA
CCAGGAGTGGAAAGGTCATCCCCTTCTAAATGCCCATCATTAGATGATAGGTGGT
ACATGCACAGTTGCTCTGGGAGTCTTCAGAATAGAAACTACCCATCTCAAGAGGA
GCTCATTAAGGTTGTTGATGTGGAGGAGCAACAGCTGGAAGAGTCTGGGCCACA
CGATTTGACGGAAACATCTTACTTGCCAAGGCAAGATCTAGAGGGAACCCCTTAC
CTGGAATCTGGAATCAGCCTCTTCTCTGATGACCCTGAATCTGATCCTTCTGAAGA
CAGAGCCCCAGAGTCAGCTCGTGTTGGCAACATACCATCTTCAACCTCTGCATTG
AAAGTTCCCCAATTGAAAGTTGCAGAATCTGCCCAGAGTCCAGCTGCTGCTCATA
CTACTGATACTGCTGGGTATAATGCAATGGAAGAAAGTGTGAGCAGGGAGAAGC
CAGAATTGACAGCTTCAACAGAAAGGGTCAACAAAAGAATGTCCATGGTGGTGT
CTGGCCTGACCCCAGAAGAATTTATGCTCGTGTACAAGTTTGCCAGAAAACACCA
CATCACTTTAACTAATCTAATTACTGAAGAGACTACTCATGTTGTTATGAAAACA
GATGCTGAGTTTGTGTGTGAACGGACACTGAAATATTTTCTAGGAATTGCGGGAG
GAAAATGGGTAGTTAGCTATTTCTGGGTGACCCAGTCTATTAAAGAAAGAAAAAT
GCTGAATGAGCATGATTTTGAAGTCAGAGGAGATGTGGTCAATGGAAGAAACCA
CCAAGGTCCAAAGCGAGCAAGAGAATCCCAGGACAGAAAGATCTTCAGGGGGCT
AGAAATCTGTTGCTATGGGCCCTTCACCAACATGCCCACAGATCAACTGGAATGG
ATGGTACAGCTGTGTGGTGCTTCTGTGGTGAAGGAGCTTTCATCATTCACCCTTGG
CACAGGTGTCCACCCAATTGTGGTTGTGCAGCCAGATGCCTGGACAGAGGACAAT
GGCTTCCATGGCAGGAGACCGGGTGATGGTGTTGAACCGGTCAGGGATGTGGCA
GGAAGAGGTGACTGTGCCCTCGGTCCAGACCTTCCTGATTCCTGAGGCCATGACC
TTTGAGGAAGCTGCTGCCTTGCTCGTCAATTACATTACAGCCTACATGGTCCTCTT
TGACTTCGGCAACCTACAGCCTGGCCACAGCGTCTTGGTACACATGGCTGCAGGG
GGTGTGGGTATGGCTGCCGTGCAGCTGTGCCGTACAGTGGAGAATGTGACAGTGT
TCGGAACGGCCTCGGCCAGCAAGCACGAGGCACTGAAGGAGAATGGGGTCACAC
ATCCCATCGACTATCACACGACTGACTACGTGGATGAGATCAAGAAGATTTCCCC
TAAAGGAGTGGACATTGTCATGGACCCTCTGGGTGGGTCAGATACTGCCAAGGGC
TACAACCTCCTGAAACCCATGGGCAAAGTCGTCACCTATGGAATGGCCAACCTGC
TGACGGGCCCCAAACGGAACCTGATGGCCCTGGCCCGGACATGGTGGAATCAGT
TCAGCGTGACAGCTCTGCAGCTGCTGCAGGCCAACCGGGCTGTGTGTGGCTTCCA
CCTGGGCTACCTGGATGGTGAGGTGGAGCTGGTCAGTGGTGTGGTGGCCCGCCTC
CTGGCTCTGTACAACCAGGGCCACATCAAGCCCCACATTGACTCAGTCTGGCCCT
TCGAGAAGGTGGCTGATGCCATGAAACAGATGCAGGAGAAGAAGAATGTGGGCA
AGGTCCTCCTGGTTCCAGGGCCAGAGAAGGAGAACTAGGGCAAGTGGCTGTGAG
ACCCTAGAGACCAGCGAAGGGAGAAGTTGGGAAGCTACGTTCTGTTGGCCACCA
GACTTGCATTTCAGCCTCTGTCATAATGCTCTGCCCTCCCTCCCCCGAAGGTCTCT
GTGGTGATGACCGCTCTCCCCTGCCCCTCCCCGCTTCCTGACCTCTGAAGAGGTTG
GGAAGTGACCATTTGGATGTCTGGGCCCTGCCAAGGCGACAGGGAGGGTCAGAG
GGAGGCCGGCTGCTTCCTGCCCCCACCCTTTCCCCGGGCCTGCTGTGCTGCTTTTG
TGCCAAGGTTAGCCAGTCCCCCCTGTTGTGTTCCATGTGCTTTCACCTCTGCCTCA
TCTTTCCTCCCGTCCCTGCCCCGCCACCTCCCCAAAGAATTGAAACGTCAGCTCAG
GATATGGGGCCAATCTCTGTGAGTCCAGCATGTACCTGTCTCTCCCTAGTGTCCCT
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TCAGCCTGGGCTGACCAGTGCCCGCCTCTGGGCTTGACCAGTTCCCAATCTCGTCC
TCTGTCCCCAACTTCTTAAGCACAATTGGGCTTCTTCCATCTCCAGGTTTTCTGCC
ATTCTTAACCAAGGCTGCCTCTTCCAACAGGGCGGGAATCAGACCTACTCCCCTA
GGTCACAACTCTGGGAAGGATACAGAGCCCCCACCCTTCACTGAGTTCTCTGGAT
TTGTTCTCAGTGCCTTAGCAACGAAAACCTGTGCTTGTGTGTGTGTGGCGGCGGG
GAGGGAGGATCCTGTTTCCCACCTCCTTCTCCTCCCCTGTACTCCCCAGTGCCTTC
CTTGTTCTGGTGGAGCTGGGGTTTCTCTCCTCCCCAGTCCCACAACACTGCCAAAA
ATCTGTGTATGTGCCATTGGGTGGGGCAGCCCCAAGCCTCCTGGGGAGGCAGGGC
AAAAACAGGTGCCCTCATCGTGGTCTGTGCCATGTCCCGTCTCTATGGTGGTTGA
GGAGAAAGGCGGGGAAGCTTCCTCAGCCTTGCAGATATGTGTGGCATTTACTAGC
CAGAGCTCTGAAAGGCAGTGCTGTCTGTTTCTTGTACTGGGACCAAAGTAAAAAT
CCAAGCACATTCCCCTTGCAGTTAGGGGAGGCCCTACTGCCTTCTCAAAGCAGAG
AGGCAGCTTATCAAACTCAGCCCAAAACTCTGTTTACATGGGTGGGGAGATGGAG
CAGGGAAGTACAGAGTGGGATGGTCAGGACCTGGGCCATTGCAACCAAAATGGG
GACTTCCTGGGTAGGGAGGTCACTCCCTCTACTCACTGAGCTAGGATTAGGGAGG
GTTATTGCCCCAACCATTGCAATGGGAGGTGGAGGGACAGGCTCAGCCTCCTCAT
TGTCTAAATGAGGCCTAAATGTGTGAAGTGCGATTTCTGCTTTTGTGTACCCCACC
ACCCCATTACCACAGCTGCCTTTGTGTGTTTGTGTCAATAAAAAGCCAAACCCTG

>CDS9225.1
ATGGATTTATCTGCTCTTCGCGTTGAAGAAGTACAAAATGTCATTAATGCTATGC
AGAAAATCTTAGAGTGTCCCATCTGTCTGGAGTTGATCAAGGAACCTGTCTCCAC
AAAGTGTGACCACATATTTTGCAAATTTTGCATGCTGAAACTTCTCAACCAGAAG
AAAGGGCCTTCACAGTGTCCTTTATGTAAGAATGATATAACCAAAAGGAGCCTAC
AAGAAAGTACGAGATTTAGTCAACTTGTTGAAGAGCTATTGAAAATCATTTGTGC
TTTTCAGCTTGACACAGGTTTGGAGTATGCAAACAGCTATAATTTTGCAAAAAAG
GAAAATAACTCTCCTGAACATCTAAAAGATGAAGTTTCTATCATCCAAAGTATGG
GCTACAGAAACCGTGCCAAAAGACTTCTACAGAGTGAACCCGAAAATCCTTCCTT
GCAGGAAACCAGTCTCAGTGTCCAACTCTCTAACCTTGGAACTGTGAGAACTCTG
AGGACAAAGCAGCGGATACAACCTCAAAAGACGTCTGTCTACATTGAATTGGGA
TCTGATTCTTCTGAAGATACCGTTAATAAGGCAACTTATTGCAGTGTGGGAGATC
AAGAATTGTTACAAATCACCCCTCAAGGAACCAGGGATGAAATCAGTTTGGATTC
TGCAAAAAAGGCTGCTTGTGAATTTTCTGAGACGGATGTAACAAATACTGAACAT
CATCAACCCAGTAATAATGATTTGAACACCACTGAGAAGCGTGCAGCTGAGAGG
CATCCAGAAAAGTATCAGGGTAGTTCTGTTTCAAACTTGCATGTGGAGCCATGTG
GCACAAATACTCATGCCAGCTCATTACAGCATGAGAACAGCAGTTTATTACTCAC
TAAAGACAGAATGAATGTAGAAAAGGCTGAATTCTGTAATAAAAGCAAACAGCC
TGGCTTAGCAAGGAGCCAACATAACAGATGGGCTGGAAGTAAGGAAACATGTAA
TGATAGGCGGACTCCCAGCACAGAAAAAAAGGTAGATCTGAATGCTGATCCCCT
GTGTGAGAGAAAAGAATGGAATAAGCAGAAACTGCCATGCTCAGAGAATCCTAG
AGATACTGAAGATGTTCCTTGGATAACACTAAATAGCAGCATTCAGAAAGTTAAT
GAGTGGTTTTCCAGAAGTGATGAACTGTTAGGTTCTGATGACTCACATGATGGGG
AGTCTGAATCAAATGCCAAAGTAGCTGATGTATTGGACGTTCTAAATGAGGTAGA
TGAATATTCTGGTTCTTCAGAGAAAATAGACTTACTGGCCAGTGATCCTCATGAG
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GCTTTAATATGTAAAAGTGAAAGAGTTCACTCCAAATCAGTAGAGAGTAATATTG
AAGACAAAATATTTGGGAAAACCTATCGGAAGAAGGCAAGCCTCCCCAACTTAA
GCCATGTAACTGAAAATCTAATTATAGGAGCATTTGTTACTGAGCCACAGATAAT
ACAAGAGCGTCCCCTCACAAATAAATTAAAGCGTAAAAGGAGACCTACATCAGG
CCTTCATCCTGAGGATTTTATCAAGAAAGCAGATTTGGCAGTTCAAAAGACTCCT
GAAATGATAAATCAGGGAACTAACCAAACGGAGCAGAATGGTCAAGTGATGAAT
ATTACTAATAGTGGTCATGAGAATAAAACAAAAGGTGATTCTATTCAGAATGAGA
AAAATCCTAACCCAATAGAATCACTCGAAAAAGAATCTGCTTTCAAAACGAAAG
CTGAACCTATAAGCAGCAGTATAAGCAATATGGAACTCGAATTAAATATCCACAA
TTCAAAAGCACCTAAAAAGAATAGGCTGAGGAGGAAGTCTTCTACCAGGCATAT
TCATGCGCTTGAACTAGTAGTCAGTAGAAATCTAAGCCCACCTAATTGTACTGAA
TTGCAAATTGATAGTTGTTCTAGCAGTGAAGAGATAAAGAAAAAAAAGTACAAC
CAAATGCCAGTCAGGCACAGCAGAAACCTACAACTCATGGAAGGTAAAGAACCT
GCAACTGGAGCCAAGAAGAGTAACAAGCCAAATGAACAGACAAGTAAAAGACA
TGACAGCGATACTTTCCCAGAGCTGAAGTTAACAAATGCACCTGGTTCTTTTACT
AAGTGTTCAAATACCAGTGAACTTAAAGAATTTGTCAATCCTAGCCTTCCAAGAG
AAGAAAAAGAAGAGAAACTAGAAACAGTTAAAGTGTCTAATAATGCTGAAGACC
CCAAAGATCTCATGTTAAGTGGAGAAAGGGTTTTGCAAACTGAAAGATCTGTAGA
GAGTAGCAGTATTTCATTGGTACCTGGTACTGATTATGGCACTCAGGAAAGTATC
TCGTTACTGGAAGTTAGCACTCTAGGGAAGGCAAAAACAGAACCAAATAAATGT
GTGAGTCAGTGTGCAGCATTTGAAAACCCCAAGGGACTAATTCATGGTTGTTCCA
AAGATAATAGAAATGACACAGAAGGCTTTAAGTATCCATTGGGACATGAAGTTA
ACCACAGTCGGGAAACAAGCATAGAAATGGAAGAAAGTGAACTTGATGCTCAGT
ATTTGCAGAATACATTCAAGGTTTCAAAGCGCCAGTCATTTGCTCCGTTTTCAAAT
CCAGGAAATGCAGAAGAGGAATGTGCAACATTCTCTGCCCACTCTGGGTCCTTAA
AGAAACAAAGTCCAAAAGTCACTTTTGAATGTGAACAAAAGGAAGAAAATCAAG
GAAAGAATGAGTCTAATATCAAGCCTGTACAGACAGTTAATATCACTGCAGGCTT
TCCTGTGGTTGGTCAGAAAGATAAGCCAGTTGATAATGCCAAATGTAGTATCAAA
GGAGGCTCTAGGTTTTGTCTATCATCTCAGTTCAGAGGCAACGAAACTGGACTCA
TTACTCCAAATAAACATGGACTTTTACAAAACCCATATCGTATACCACCACTTTTT
CCCATCAAGTCATTTGTTAAAACTAAATGTAAGAAAAATCTGCTAGAGGAAAACT
TTGAGGAACATTCAATGTCACCTGAAAGAGAAATGGGAAATGAGAACATTCCAA
GTACAGTGAGCACAATTAGCCGTAATAACATTAGAGAAAATGTTTTTAAAGAAGC
CAGCTCAAGCAATATTAATGAAGTAGGTTCCAGTACTAATGAAGTGGGCTCCAGT
ATTAATGAAATAGGTTCCAGTGATGAAAACATTCAAGCAGAACTAGGTAGAAAC
AGAGGGCCAAAATTGAATGCTATGCTTAGATTAGGGGTTTTGCAACCTGAGGTCT
ATAAACAAAGTCTTCCTGGAAGTAATTGTAAGCATCCTGAAATAAAAAAGCAAG
AATATGAAGAAGTAGTTCAGACTGTTAATACAGATTTCTCTCCATATCTGATTTCA
GATAACTTAGAACAGCCTATGGGAAGTAGTCATGCATCTCAGGTTTGTTCTGAGA
CACCTGATGACCTGTTAGATGATGGTGAAATAAAGGAAGATACTAGTTTTGCTGA
AAATGACATTAAGGAAAGTTCTGCTGTTTTTAGCAAAAGCGTCCAGAAAGGAGA
GCTTAGCAGGAGTCCTAGCCCTTTCACCCATACACATTTGGCTCAGGGTTACCGA
AGAGGGGCCAAGAAATTAGAGTCCTCAGAAGAGAACTTATCTAGTGAGGATGAA
GAGCTTCCCTGCTTCCAACACTTGTTATTTGGTAAAGTAAACAATATACCTTCTCA
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GTCTACTAGGCATAGCACCGTTGCTACCGAGTGTCTGTCTAAGAACACAGAGGAG
AATTTATTATCATTGAAGAATAGCTTAAATGACTGCAGTAACCAGGTAATATTGG
CAAAGGCATCTCAGGAACATCACCTTAGTGAGGAAACAAAATGTTCTGCTAGCTT
GTTTTCTTCACAGTGCAGTGAATTGGAAGACTTGACTGCAAATACAAACACCCAG
GATCCTTTCTTGATTGGTTCTTCCAAACAAATGAGGCATCAGTCTGAAAGCCAGG
GAGTTGGTCTGAGTGACAAGGAATTGGTTTCAGATGATGAAGAAAGAGGAACGG
GCTTGGAAGAAAATAATCAAGAAGAGCAAAGCATGGATTCAAACTTAGGTGAAG
CAGCATCTGGGTGTGAGAGTGAAACAAGCGTCTCTGAAGACTGCTCAGGGCTATC
CTCTCAGAGTGACATTTTAACCACTCAGCAGAGGGATACCATGCAACATAACCTG
ATAAAGCTCCAGCAGGAAATGGCTGAACTAGAAGCTGTGTTAGAACAGCATGGG
AGCCAGCCTTCTAACAGCTACCCTTCCATCATAAGTGACTCTTCTGCCCTTGAGGA
CCTGCGAAATCCAGAACAAAGCACATCAGAAAAAGCAGTATTAACTTCACAGAA
AAGTAGTGAATACCCTATAAGCCAGAATCCAGAAGGCCTTTCTGCTGACAAGTTT
GAGGTGTCTGCAGATAGTTCTACCAGTAAAAATAAAGAACCAGGAGTGGAAAGG
TCATCCCCTTCTAAATGCCCATCATTAGATGATAGGTGGTACATGCACAGTTGCTC
TGGGAGTCTTCAGAATAGAAACTACCCATCTCAAGAGGAGCTCATTAAGGTTGTT
GATGTGGAGGAGCAACAGCTGGAAGAGTCTGGGCCACACGATTTGACGGAAACA
TCTTACTTGCCAAGGCAAGATCTAGAGGGAACCCCTTACCTGGAATCTGGAATCA
GCCTCTTCTCTGATGACCCTGAATCTGATCCTTCTGAAGACAGAGCCCCAGAGTC
AGCTCGTGTTGGCAACATACCATCTTCAACCTCTGCATTGAAAGTTCCCCAATTGA
AAGTTGCAGAATCTGCCCAGAGTCCAGCTGCTGCTCATACTACTGATACTGCTGG
GTATAATGCAATGGAAGAAAGTGTGAGCAGGGAGAAGCCAGAATTGACAGCTTC
AACAGAAAGGGTCAACAAAAGAATGTCCATGGTGGTGTCTGGCCTGACCCCAGA
AGAATTTATGCTCGTGTACAAGTTTGCCAGAAAACACCACATCACTTTAACTAAT
CTAATTACTGAAGAGACTACTCATGTTGTTATGAAAACAGATGCTGAGTTTGTGT
GTGAACGGACACTGAAATATTTTCTAGGAATTGCGGGAGGAAAATGGGTAGTTA
GCTATTTCTGGGTGACCCAGTCTATTAAAGAAAGAAAAATGCTGAATGAGCATGA
TTTTGAAGTCAGAGGAGATGTGGTCAATGGAAGAAACCACCAAGGTCCAAAGCG
AGCAAGAGAATCCCAGGACAGAAAGATCTTCAGGGGGCTAGAAATCTGTTGCTA
TGGGCCCTTCACCAACATGCCCACAGATCAACTGGAATGGATGGTACAGCTGTGT
GGTGCTTCTGTGGTGAAGGAGCTTTCATCATTCACCCTTGGCACAGGTGTCCACCC
AATTGTGGTTGTGCAGCCAGATGCCTGGACAGAGGACAATGGCTTCCATGGC Cagga
gaccgggtgatggtgttgaaccggtcagggatgtggcaggaagaggtgactgtgecctcggtecagaccttectgattectgaggeca
tgacctttgaggaagctgctgecttgcetegtcaattacattacagectacatggtectctttgacttcggeaacctacagectggecacage
gtcttggtacacatggctgcagggggtgtgggtatggetgeegtgcagetgtgecgtacagtggagaatgtgacagtgttcggaacgg
cctcggcecagcaagceacgaggceactgaaggagaatggggtcacacatcccatcgactatcacacgactgactacgtggatgagatca
agaagatttcccctaaaggagtggacattgtcatggaccctctgggtgggtcagatactgccaagggcetacaacctectgaaacccatg
ggcaaagtcgtcacctatggaatggccaacctgctgacgggecccaaacggaacctgatggecctggeccggacatggtggaatca
gttcagcgtgacagctctgcagcetgctgcaggecaaccgggctgtgtgtggettecacctgggetacctggatggtgaggtggagetg
gtcagtggtgtggtggeccgectectggetetgtacaaccagggecacatcaagecccacattgactcagtetggeccttcgagaaggt
ggctgatgccatgaaacagatgcaggagaagaagaatgtgggcaaggtcctectggttccagggccagagaaggagaactag

>Fusion_2_ BRCAL-VAT1 NM_007294.3-
NM_006373.4_translation_of CDS_NP_009225.1-NP_006364.2_PCO65_CDS4
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MDLSALRVEEVQNVINAMQKILECPICLELIKEPVSTKCDHIFCKFCMLKLLNQKKGP
SQCPLCKNDITKRSLQESTRFSQLVEELLKIICAFQLDTGLEYANSYNFAKKENNSPEH
LKDEVSIIQSMGYRNRAKRLLQSEPENPSLQETSLSVQLSNLGTVRTLRTKQRIQPQKT
SVYIELGSDSSEDTVNKATYCSVGDQELLQITPQGTRDEISLDSAKKAACEFSETDVT
NTEHHQPSNNDLNTTEKRAAERHPEKYQGSSVSNLHVEPCGTNTHASSLQHENSSLL
LTKDRMNVEKAEFCNKSKQPGLARSQHNRWAGSKETCNDRRTPSTEKKVDLNADPL
CERKEWNKQKLPCSENPRDTEDVPWITLNSSIQKVNEWFSRSDELLGSDDSHDGESES
NAKVADVLDVLNEVDEYSGSSEKIDLLASDPHEALICKSERVHSKSVESNIEDKIFGK
TYRKKASLPNLSHVTENLIIGAFVTEPQIIQERPLTNKLKRKRRPTSGLHPEDFIKKADL
AVQKTPEMINQGTNQTEQNGQVMNITNSGHENKTKGDSIQNEKNPNPIESLEKESAF
KTKAEPISSSISNMELELNIHNSKAPKKNRLRRKSSTRHIHALELVVSRNLSPPNCTELQ
IDSCSSSEEIKKKKYNQMPVRHSRNLQLMEGKEPATGAKKSNKPNEQTSKRHDSDTF
PELKLTNAPGSFTKCSNTSELKEFVNPSLPREEKEEKLETVKVSNNAEDPKDLMLSGE
RVLQTERSVESSSISLVPGTDYGTQESISLLEVSTLGKAKTEPNKCVSQCAAFENPKGL
IHGCSKDNRNDTEGFKYPLGHEVNHSRETSIEMEESELDAQYLQNTFKVSKRQSFAPF
SNPGNAEEECATFSAHSGSLKKQSPKVTFECEQKEENQGKNESNIKPVQTVNITAGFP
VVGQKDKPVDNAKCSIKGGSRFCLSSQFRGNETGLITPNKHGLLQNPYRIPPLFPIKSF
VKTKCKKNLLEENFEEHSMSPEREMGNENIPSTVSTISRNNIRENVFKEASSSNINEVG
SSTNEVGSSINEIGSSDENIQAELGRNRGPKLNAMLRLGVLQPEVYKQSLPGSNCKHP
EIKKQEYEEVVQTVNTDFSPYLISDNLEQPMGSSHASQVCSETPDDLLDDGEIKEDTSF
AENDIKESSAVFSKSVQKGELSRSPSPFTHTHLAQGYRRGAKKLESSEENLSSEDEELP
CFQHLLFGKVNNIPSQSTRHSTVATECLSKNTEENLLSLKNSLNDCSNQVILAKASQE
HHLSEETKCSASLFSSQCSELEDLTANTNTQDPFLIGSSKQMRHQSESQGVGLSDKEL
VSDDEERGTGLEENNQEEQSMDSNLGEAASGCESETSVSEDCSGLSSQSDILTTQQRD
TMQHNLIKLQQEMAELEAVLEQHGSQPSNSYPSIISDSSALEDLRNPEQSTSEKAVLTS
QKSSEYPISQNPEGLSADKFEVSADSSTSKNKEPGVERSSPSKCPSLDDRWYMHSCSG
SLQNRNYPSQEELIKVVDVEEQQLEESGPHDLTETSYLPRQDLEGTPYLESGISLFSDD
PESDPSEDRAPESARVGNIPSSTSALKVPQLKVAESAQSPAAAHTTDTAGYNAMEESV
SREKPELTASTERVNKRMSMVVSGLTPEEFMLVYKFARKHHITLTNLITEETTHVVM
KTDAEFVCERTLKYFLGIAGGKWVVSYFWVTQSIKERKMLNEHDFEVRGDVVNGRN
HQGPKRARESQDRKIFRGLEICCYGPFTNMPTDQLEWMVQLCGASVVKELSSFTL
GTGVHPIVVVQPDAWTEDNGFHGRRPGDGVEPVRDVAGRGDCALGPDLPDS*GHDL
*GSCCLARQLHYSLHGPL*LRQPTAWPQRLGTHGCRGCGYGCRAAVPYSGECDSVR
NGLGQQARGTEGEWGHTSHRLSHD*LRG*DQEDFP*RSGHCHGPSGWVRYCQGLQP
PETHGQSRHLWNGQPADGPQTEPDGPGPDMVESVQRDSSAAAAGQPGCVWLPPGLP
GW*GGAGQWCGGPPPGSVQPGPHQAPH*LSLALREGG*CHETDAGEEECGQGPPGS
RAREGEL
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APENDICE B - Sequéncias do mRNA; CDS e traduco para a fusdo BRAF-TMEM178B

>MRNA 1195278.2
GTTATAAGATGGCGGCGCTGAGCGGTGGCGGTGGTGGCGGCGCGGAGCCGGGLC
AGGCTCTGTTCAACGGGGACATGGAGCCCGAGGCCGGLCGLCLGGLGLCGGLGLLG
CGGCCTCTTCGGCTGCGGACCCTGCCATTCCGGAGGAGGAGAAATTGAGCGATGT
ACGTACATCAAATACCACTACTCCTCAGCAACCATCCCCAGGAACCTCACTTTCA
ATATCACGAAGACCATCCGTCAGGATGAGTGGCATGCCCTACACCTGCGCAGAAT
GACGGCTGGCTTCATGGGCATGGCGGTGGCCATCATCCTCTTTGGCTGGATCATC
GGCGTGCTGGGCTGCTGCTGGGACCGAGGCCTTATGCAGTACGTGGCAGGGCTGC
TCTTCCTCATGGGAGGAACCTTCTGCATCATTTCACTGTGCACCTGTGTGGCCGGG
ATCAACTTTGAGCTGTCACGCTACCCACGCTACCTGTACGGACTCCCTGATGACA
TCAGCCATGGCTATGGCTGGTCCATGTTCTGTGCATGGGGGGGCCTGGGCCTCAC
ACTCATCTCGGGATTCTTCTGTACCTTAGCCCCTTCTGTTCAACCTGTCCCGAGGA
CCAACTACCCTAAATCCAGACCCGAGAATGGGACAGTGTGCTAAAAAACAAACC
CATACATACATATATATATATAAATATATATATATAATATACATATATAAAACAA
AACAAAACTAAATCAAGACGATGCCAGTGCCAAGGTAGAGTTGAGTTGGCTCAG
GCACCTGCATCTCGCCGGACTTTGTGTTGCCTCATCTCTGAGATGGGGAAAGTTTT
TCCATCCTGTGGCTCTTCCATCAGTTCTTGACTTTTGGCTTCATGGTCTCTTGAAGA
CAGAGCAAACACCACCACTTGCGACCGCGTCTTGATCCCCATCACTGGCGAGGAT
GGGGTGGTGAAGGGACAGTGGAAGGGGTCTGAGGCAGCACAGATGTAGAGAAG
GAAGTGCCACCCACTGGGTCAACGGGAGAGGACGCCACCCCTAACCAGTCATAT
CACAGGGTAACAAAGCCCTCAGTTCCTAGAATGTAACCAAATTATTGAGGCCATT
TTCAGAATCACTTCTTCTCCTGCTCTTCCTGTTCGGACTTCCTTCCCAGCCCACCAG
CAACACACAAGGAGTGGAAGAGAAAACAAACTGAGAAGGACGTTTTCTCTTTGC
TGCCAAACTTTTGGACCATGTTTCATAGGTGGGAAGGGAAGAGAACATGCTGAG
AGGCAAGATCTGCATCAATGAAAGGACGCTTCGGTGGATGCTCAGACAACCCAG
TCTTACCTTCCAGCTGCCTTACACCCAGTGAAACAAGAGGCCACCCTGTCCCCAG
CCGCACCTGCACTCCCTGGGCAGACTGGAGCCTTGGAGTCATGCTGTGATGTGTG
TGTGTGGGTGTGCGTGCATGTGTACTTTGGGCGGTTTCCTTTTTTTCTTTTCTACCT
TTTAAATGGAAATACTGCATTATGACTGTTGTCTCTCTTATCACTGTAGTGGTTTC
ATGGCCCCAGATAGAGGCCCAGAGACCTAGAAATTGTCATGAGGGACAGGCCTA
TAAGGGTGCCAATTCTGCAGCTACAGATCCCTGGAGTGGTGTGTGTGTGCGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGTGGATGTTTCTTGAGCGTGGGGT
TTTATTGTTTGTGTTGTGTTTTTTTAAATTGTTTCTGGTATAGCTGAAATTTCCAGA
GGGCAGAACCAAGAACAAAGCCACTGGGCCAGAGGACCCCCGTGGTTCTCCACA
TTACAGCTCTGGGACTCTGCACGATTTAGTCCTCTAATTTTGGAAGTTCAAGACAC
AGCTGGGCACATAAGCCATGAGAGAAGAGGGGGAACACACAGTTCAGGAGAGA
GAAGAAATGTTGCTCTGGTTGCTGTTGTACAAGAACATAAACCAACAAGACCTTC
ACTCCCCATTATAGAAGCTGTCCTTTGTCACTGGACATCTCCCCTTTCCCTAGGGG
TGACCTCTGTACAAACGAAAGGAAGTGGGTCACATGCAGAGAGAGCACCTCCAT
TTCCCATGGGCTCAAGTTTGTATGATATTGTGTAAATTAATGCAGAACTCTTGACT
CTTTCCATCCTCTTCCTTTCCCTCTTGATATTCAAGGCCATGAATCCCAAAATAAC
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AGTCTTAGTGGCTAGCACCCAAACAGAGGTGGAATAAATCCACCCCAGTGTCTCG
GGCTCATTTGAGCAAATTAGCACTGCAGGTGCTGGCAAGCAAAGTCAGCCAGAG
AGTTGTGAACGCTGTAGGGGTGGGAGTCTGCTGGAGTGGGCTGGAGCCGCTCAC
AGTCATCTCAGTGAGCCTGCTGGTGCCCAGCAGCCCTGGGGAGGCCAGGTGAGA
ATCCCTGAGCTGGTGTAGCCATGGTCAACTGTGTAGCAGAGAATCCCCTTGTTTC
ATAAACAAATATGCTTTGGGAGCTTTGCCAGGCACTCAGCAGCCTTTCTTCCACT
GCTGTGTAATCTGTTTCATTTACACGTCTTCCAACCCATCTTCCTACCACTCTCCTC
CTTTTCTCACCTACTAACCACTTACCTTCTCTCTCTTCTATCTTCCACCCTCATCTG
CTCCTTTGAACTGCGTGTATGTAATTCATATCTGGATATGATATGACATCTGATGT
GCATGAATGGGGTTGAATGTGGATCTCTCTGTATGTGTATCTCTCTGGTGCATTTT
GTGTACGTTTGTGTCAGTACACACCTGCACACAGGTGTGGGTGCCCTACTCAAGA
CTTCCTTACCGGGGACTCTGGTCAGCTTCTGCAAAAGGTCTCATGTGTGAGTTCCC
TGTGTGTGGGTGTGCTGGGCGATAGGGTAAGGTGTGCAACGGGAAAAGTTGTTA
GCTTCCAGTTGGGGTTCTAAGGATTATTTTTAAAACAAAGGATTTATTCTATGAGA
AGGGAAATAATTTTCAGGAAAACCCAGTTTTTCAATTGGGCATTTTATTTCTAATT
TTCTTTGAAAAGTTAGATTTCTCCCTTAAGGGGAAGGGCATACTTGGGCTTAAGG
AAAAGTGAAGAAAAGTATCTCAGATTGAGAGGCCTTTTGTCTTCCTTCCAAGCGT
CCTGAAGGGGCTCTGCCGAGGAAGGGACAGACAGGTTCACAAGCATCCATTTGG
GGGAGAGGGCTTGTCTATGACCACACTGAAATTCCAGCTTTTTTCCAGTTGCAGG
AGAGAGGGGAAAAATTCTAAATGGGGAAATTTGCTATGAACCATTTAAACTTTTT
GTAAGTAATCATGTTTGAGGATGCTGGCTCACAGACCTATCATTATTTATATCCTC
TTTTTAAAAAAAAATCCCATACTTTCAATGAATAGATTATCTGCTCTATCCAATTA
TTGTCTTTGTGACAGACATTTAGCAAAGCTTACTGCATCCCTTTGAAACCTTGAGA
GTTCCTGAAATGTTAGAAAGCTCCCAGGAAAGACGTAAACAACCTGGGCTCAACT
CACCAGCCCAGAGCAGGGGCTTTGAGTGACTTCTTTGATAGCAGGACCAGATAAA
TACGAACACACTTTGGGATCTGATCCTGCTGGGAAGCAAAAGACGCCCAGCCAC
ATGACCAGGATAGAGGCCCCTTTCAGACGGCAAGTCCTGGCCAATGGGAGGACT
TCTCAGGTGACCTTGATCCCTCTAGCATAAGGGCTTGACCACAGATTAAAACATG
TGACTCCAACCAGTTACGGAAGCTTTCTGGCTGTGAGGTAGCTGAGGGAGATGAG
GAGGAGGAAGAGAGGAGCCTTGACTTGTGAGGCTCTGTAGGTCAGACTCTGCTA
ACTCCAAATCAAAGTGGAACCCAACCTTATGAGGGCATTTAGGGTCAATGACCTC
ACTAAAGTCACCAGCCGCAACCCCAGGTCAAGTTCAAACTTCTTACTGGCATATG
AACATGTATGTGCTTTGAGCTCCATGCAAGTCAACCTTGAGCCTGGGGCCCATTG
CAACTTTTATTTCCTTCCCTACTCTACTACCTTGAGATTCAGGAAAGTGAGGTATT
CTACCTAGAGAGAGGTCCCATATCTTTTTCTCCTTATTTTGGGAGTTACGGTTTCT
TCTTCTGTTTCCGTTTCCTCTCTCTCTACTCACTCCTACTTTCTCCTGCATCAACTTT
GGTCAATTAACATAGACAAGTGATTCATCTGTAGAGAGGCTCCTAGACTCCAAGC
AGCCCCCTTCCTTGTTCATTGTGGCTGTAGGTTTTATAAGGAGGTCTGTGGCTCCC
TGGCATCAAAATATGAAAAATAAAATCTGTGCCTGTTCCAGCTTCAATCCTCCTC
CAAGCCTTAGCTTTTCAACAACCCTACCCTTTCAACTTCAGGGATCATGGAGTCAC
AGAGACTGGACAACTCCTCCAAATCTAGACAAAGACTTTCTTAAGCGCCCTGAGC
CCAGGTGCATATCTTCCCATCAGGGATGAGTGGTCCCACCTAGCAATGCTTGCCT
CTCCTGTGACAAGAGGGTAGGATATCCTAGGACTCTGAGACTGGGCCCTATATCT
CAATATTCATCCACACTCATGATAAGATGCCGGAAATGAATGCACTGTGTGTAGC
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TGTCTTGATTTAGTGGGAGGATGTGCTGCTTAGGTCTCCAAAGATGCCCACCTGG
GTCAAATTCAGAATAATGAACTCAGGTACATCACCCAGAGGCATTTAGAATGGAC
TCTCTCTTCACCTGGATTATGTGCTGAGTGTTAAGTGATTTTTCAAATATCTGGGG
GAAGGAGTGGGAAGAGATACACTCTGGTCATCCTTTGGTGTGGTTTGTGGGGGAT
ACTTGGTTGATTCTTGTAGTTAAAGTGAAGTTGCTTTTCTGAAAATGTTCCCTGTC
TTCAGGGGACTTACCCATCCCAGGGGACACATCCATCCCAGGGGACACAGCCAG
CCCTTTCCAGGGAAATACGATGTTTCTGAGTGAGAGGTGATTTCAGTGCAGATAG
GAAGAGCTGGTGCACACCAGCAGGGTTGCCTTCCATGCCATCTTCCAGCTGGTGT
GGGATAGACTAAGGGGGCAGATTTTTAAGAACCCCACCAGAGTTGACATACACA
CGTGATTCTCGTGTCTGTCTCTCAAAGCTCTCAATGTCTGGGGCTGTGTTTGCCCT
CTTTTCATTGATGCTGCCATGATGCAAAATGTTTCTTAAACATTATTCCTGGTTCTT
AGAATATGTGATTACTGAGTATTGGATTTCTTTCCTGAATAATAACTGCTCATTGT
AGAAAATAAGAAAAATAAAATACAAAAAAGACTACAAGATTTTTCATAATCCAG
TCACTCTGAGGCATCTACCGCGGGCCCAATCCAAATGGTCATGACCTCAAAACTT
CCCCAATGAGTGCTTGTCTCTGGGTTGGCAGCTGGGGCCATGTGAGCAGTGTACA
CCACAGAACCGCACTGGTCTGCGTTGAGTTGACCCTGTGTTCCTGGCAGCAAGAG
TGCAGGGCCCTGAGCCCCCAGAGATAGCAAAGAGGCCTAAAAGTTTAATGCCAG
ACCTTAGGGGCAGGATGGAGCAGGGCTAAAAGATGTCTCTTTGGGCCTGTCTGCC
TGCTTTCCTTCCTTCCTTTTCTTTCCTTTTTTTTTTTGGTCAGTTGCCATCTCAATCT
AATCATAGATGTAAGAATGCGGAAGCCAGAGTAACTCACTCATTAAGCTACACTT
GTGTAACAGTTACTGTAAATTTCACTACAGCTCTGCACTGAAATGATTTGTGACTC
TGGGCACTGTGTCTTCTCCATACTTGAACTTCCTCATCTACAAAATGAGGATAAGT
GATAACACCTTACCTCATGGTATATTAAGGGTGACAAAGAAATTGCAAAGTGATT
TGCAAACATGAAGTGTCATATGAGTTATGTATGTTCTAATTATCCCTCAGAAGAC
CCCCCGCTGGAATGGAATTCTCACATCAAGTGTCTGTGCCTCGCTGCTGAAGGAT
AACCCAGAGTGCAAGGTCATCTTTGTTGCTGAACAGGGCTGGACCTGTCGCACTT
AAGCACACTTAAAGGATTCTATTCTTCATTCAGGTCCCCCAGAGAAATTGGCTCC
TTATTTTTCTTTACCTATTCCTAGACTTCCTTTTGTCTAGAGCCAGTTTTGCAAAGG
GCACTTTTATCCATCTCAGTTATTCCCAGAGGTGACAGAATGAGTAAACCATATG
GGGCAAATAGCATATATGAGCTAAACCAGTTAACTGTTAACCAAGGCACATGGTC
AATGCCTTAGTATTTTTTTTTTTAATTCTCCTAACGTTATTTCTAGCTGTACATTCC
CAAAAGGAATGGGTGGAAGCAAATCAGATTCTGAAAGGTTTCAATGATCTTTCAA
GTTTAGGATGAGACCAAGTCTCAAGGAGCTGGGATCTTCTTTCTCTTGTCAGTTGC
TGAAGCCAGTAGCTTCGTCAAAAACATATGAATTCATATAAGGAAGCCCTTTAGA
TGGTACATTCACTAAGACGTGTCTGGGTGTGATCCTGTTTGGGAAAAACAGAATC
CTAGGTTCTAAACAAGAAAAGAACGCCCTTCCCAAAGGGTCCGCACACTTTCTGC
TTTGCAGCGGATCAAGTGTCCTTGTGAGGGTGAGACTTCCTTCAAGGGAAGGGAA
GCCATTGCTCTCTCTGTAGATAGAGCCCAGCTGGTAACGGGGGAGCCACCCAACT
GCAGGGGGGTGTATGTTCAGGTGTGAAAAACAGAAAACTGGGTCTGAACATGAA
GAGTTGCACAGCAGTAGTTCGAAGAAGCTGGCATCTCTTTGGCAAACACCAACCT
CAGCAAATGCAACTCCTACACTTCATTCCCAAGGACCAGGTGTTGCTCCTTAAGG
AACTCTGTATCCCTCTCTCCTCTCCAGAACCCCATTCCTCCCACTGGCTGAGCTTT
TCCTTTCCTTTCCGGGTCACCCATAGACCCTCTCCGTCTGTACCAGTGCGTCTGTG
TTGTGAGCGTGACGAAGCCTTTCCTGTGAAGAGCTTTCATGAACTCATTCTCATAC
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TCCTTCCCCATTTCCACCCATGGTGTGACTGTTTTGCTATTCAAGACTATCTGTAA
AAATGTACAAATAAAAGTGAAAACTGAAAATAAAGGGGAGGGAGATTGAGATTA
AACAAATGCAATGATGTAGCCCTTAGTTTTCTGAGGACTTCTGTGGACGGCCCTA
AAATCCTGAGTTAGGGTGGGATATGAAGGGAGGGATACCATTGACACAGGAGGT
TTTTTTCTGGTTGTTTCTCTCACAGTCATCAGTGTCTGCTTAGAACTCTCTGTTCTA
AAGGTTTTTCCCTGTAAAGTAGAATGCACTTCCCCCAAAATAAAAGTAAATCAGC
AATGTTTGAAGGGTCATGGCAAGGGTCATGACAAAGACCTGACTCTGGGGTGGC
ATGAGTGGCCCTGTCACCGGCTCACTCAGGGCCTTGGGGGAGTCTCATTACCTCA
CCTTGTCTCCACGTCTTCTCAGCCAAATGGGGATCAGGGGCTTCCAGGGCTCTGG
GGGTGCGCAGTCCCCTTGTGTATTTTGCTGCTATTTCTAGAGAGACTTTGAGCCCT
TGCTAGTGCGTGCTTACTGCATGGAGGTAAATTAGGAGATGTTTTCTCTCTGCTAC
TCCTGGCCTCTGCTTTCGCCCCTCAGAAAGTGACCTTGAGCTAGCAGCCAGTTTGC
ACTCAGAGTCCAGAGCCTTCTATCTACCGTTTCATTCTCAGATTCCTTTTCCCACC
CACTTTGACGATCTCATTTTACTATCAGTCTCTACTGACTGAGCTTTGCTGCACTG
GGCTGGGGTAGGAGAAAGAGCATCCAAGGAGATGATGTGTGAATTGCTTTGTAA
TTTATGACTCACCATATAAATGTGGCTTGCAGTGTCAGAAGCAGGGAGTCTGGCC
AAGGGTTGCTACCAAATAAGACTGAAGATGGTGGAGGCAGTGGTGGCGTGGAGG
CAGTAGGCAGAAGATGTGGGTTGGGAGCAGAGGTAAGATGAACGGAGCTTTGGG
AAGGACAGATGGCAGAAGCACCAGAAAATCCTCAGCAAGGCAGCAGAGAAGGA
TCCTCAAAGCAGTAACCCTGAAGTAATAGGAAGTAGGAAAGAGGAGCAGGGATT
AGGTAAATCTGCAGCATAAACAGCTGTCTCCCTGCAGGACTGAGAAGACCAGCT
GCCCCAGAGAGGGGAGGCACGTCGAGCTTGGCCAGTGACCCAACCCATGATTAG
AGGCACCTTCAATCCCAACTTTCCTCTCCTCTGCTGGGTCACAGTGATGGAACCA
GCTTCAGGAAGGTAGTATAGACCAGCGTCATCCAATGGAACCATGATCCAAGCC
ACATATGCAATTTAAAATATTCTAGTAGCCACATTTTTTAAAGTCCAAAGAAACA
GCTAAAATCAGTGAAATTAATTTTTAGACTACATTTTAACCTAACATGTCAAAAA
TAGTATCACTTCAGCATGGAATCAATATAAAAATTACTGGGATATTTTACATTCTT
TTTTCCAAATGAAGTCTTCAAAATCCAATGTGATTTTCCTCTTAGAAAACATCTCA
GTCTGGCCCAGCCCTATTTCCAGTGTTCAATAGCCACACCTGACTACTGGTTGCTG
TATAGGACAGCACGGACTTAGGTTCTTCATTAGGAGACTGATGGGGGGGGTCCTT
CCTGGTGGGTCACTCACTGCCATAGCTCTTGTCATAGCTGATGAAGGCAGGAGTG
AGTCTTATTATGTTGGCCTAGAGTAGAAAGCACAGAGCTATGTCGAGGCTGCTGT
CTCAGCCTCTGGAAGTTCTGCTTCACCTGCTTAGTAAGAGGAGATGACCACTCCT
GTGGACTGCATGTCCCATCTGCCCCCAGAGGGTGTCGGCGCTGCCCCAGTCATGT
CCCTTATGACCTGTCCAAGTCCTAGAGGCCAAAGCAGGTCATATTCTTCAGCTGC
AGGAATGTCAGCTACTGCCTCCCACCCCTTAACCTGATCCCCTTATCATATAGTGG
GGAAGGGGCAGGCAGGCCTTCTCTCTGTCAAGAACAAAGATCTCTACAACATTTC
GTCACCTGGGCCAGTCACCTGCTAATATCATCTCACCAATATTTGGAGCTGTTTTC
TGAATCCCTTAATTTTCTTAAATATTTATCTTAAAGTCAAATGCTATAAAGGAGAT
ACCCTGGGAAGGGCAGTGGCCACAGGCAGACTGGGTCTCCTAGGAGGTGGTGGT
GTTGGTGACAAGTTCTACTTGGACTGGGACTCAACCCACCATTGCCTACCTCTCTT
CCCTGCCTGGAGACCTTCCTTAGGATTGAAGAAACCTCTTTTGTTTGTGAAAAAG
ATAGGTATCGAGATCTTAATGGAGAGAACAGAATAAAATGCAAGGAGCCAACCC
CTGGGTATTCTCAAAGCATTTCAACGGTCAGTATAACAAGGTTTGATTGATTTAA
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AATATAACATTCTGAGCCCTGTGTTACTGAGCAAAAATGAGCTGATTTGGTGAGT
ATGTTTTATATATGGTCATTAGACAGGGACCATAACTGACAAAACTCTCAAACGC
CTGGAGTGTTTATGGCCCACCAGATTATTGCTCAGTCAATATAAATTTATTTACCT
TTATTTTAATTTGCATAGTGCTTTCTGATTGGTCAGACAAGGAGTGGTGTGTACTG
CAGGATTCTAACAATGCCTCTGCCCTTGGAGGCAGCAATTCCTGTGGTTATTGGT
GCTAAAATAAGATAAAATATTATGTTAATTTGTTCTGATATGATGTGAATAAATG
TGTTGTTTAATCTTAACAAGAATGCTACATCTTATCAGATCTATTGTACTGTCTGT
TCCTTCTCATAATTAATTAATTACAGGAAAGGCGATTCAAACCAGATCTTGAAAC
TATTGTGATGTTCTGAGAGGTAAATTTAACAGGGAAGTGGGAGGGGGGATGAAA
AGGGAAATTGCCAGGTTCCTGTGACTTTGAAAGGACTGAGGAAGCAGAGAGCAT
TTGGGGACTTCACTGAAACTGACTGCATCTTGCAATTTTCTTTTTCGAATTGGCAG
AAATATTGTATTTCCATTGATTGAAGAAAAACAAGTGTCTGGTAATTAATTAAAT
GACTTGTTCATGGAAAAAATAAATAATCTGTCAGTTGTGGAATGTAAACTGATTA
AACAATTAAATAAAGAAGATTATGTTGTGTGTTTTAAA

>CDS 1182207.1

ATGGCGGCGCTGAGCGGTGGCGGTGGTGGCGGCGCGGAGCCGGGCCAGGLTCTG
TTCAACGGGGACATGGAGCCCGAGGCCGGLCGLCCGGLCGLCLCGGLCGLCCGLCGGLCTCT
TCGGCTGCGGACCCTGCCATTCCGGAGGAGGAGAAATTGAGCGATGTACGTACAT
CAAATACCACTACTCCTCAGCAACCATCCCCAGGAACCTCACTTTCAATATCACG
AAGACCATCCGTCAGGATGAGTGGCATGCCCTACACCTGCGCAGAATGACGGCT
GGCTTCATGGGCATGGCGGTGGCCATCATCCTCTTTGGCTGGATCATCGGCGTGC
TGGGCTGCTGCTGGGACCGAGGCCTTATGCAGTACGTGGCAGGGCTGCTCTTCCT
CATGGGAGGAACCTTCTGCATCATTTCACTGTGCACCTGTGTGGCCGGGATCAAC
TTTGAGCTGTCACGCTACCCACGCTACCTGTACGGACTCCCTGATGACATCAGCC
ATGGCTATGGCTGGTCCATGTTCTGTGCATGGGGGGGCCTGGGCCTCACACTCAT
CTCGGGATTCTTCTGTACCTTAGCCCCTTCTGTTCAACCTGTCCCGAGGACCAACT
ACCCTAAATCCAGACCCGAGAATGGGACAGTGTGCTAA

>Fusion_1_ BRAF-TMEM178B_NP_004324.2-

XP_011514007.1_translation_of CDS_NP_004324.2-NP_001182207.1_PCO65_CDS?2
MAALSGGGGGGAEPGQALFNGDMEPEAGAGAGAAASSAADPAIPEEEKLSDVRTSN
TTTPQQPSPGTSLSISRRPSVRMSGMPY TCAE*RLASWAWRWPSSSLAGSSACWAAA
GTEALCSTWQGCSSSWE

APENDICE C - Sequéncias do mRNA; CDS e traducéo para a fusdo KDM7A-BRAF

>mMRNA 17012559.1

AGTCGGCGAGCGGAGTAGCGAGCGAGCGTGTGTGTGTTTTTTAAAGATGGCCGG
AGCGGCGGCGGCGGTGGCCGCGGGAGCAGCAGCTGGAGCCGCCGLGGCAGLCGT



98

GTCGGTGGCGGCTCCCGGCCGGGCLCTCGGLCGLCTCCGLCLCGLCCCLCCGCCCGTGTAC
TGTGTGTGCCGGCAGCCGTACGACGTGAACCGCTTCATGATCGAGTGCGATATCT
GCAAGGACTGGTTCCACGGCAGGTGTGGAATATCAAACAAATGATTAAGTTGAC
ACAGGAACATATAGAGGCCCTATTGGACAAATTTGGTGGGGAGCATAATCCACC
ATCAATATATCTGGAGGCCTATGAAGAATACACCAGCAAGCTAGATGCACTCCAA
CAAAGAGAACAACAGTTATTGGAATCTCTGGGGAACGGAACTGATTTTTCTGTTT
CTAGCTCTGCATCAATGGATACCGTTACATCTTCTTCCTCTTCTAGCCTTTCAGTG
CTACCTTCATCTCTTTCAGTTTTTCAAAATCCCACAGATGTGGCACGGAGCAACCC
CAAGTCACCACAAAAACCTATCGTTAGAGTCTTCCTGCCCAACAAACAGAGGACA
GTGGTACCTGCAAGGTGTGGAGTTACAGTCCGAGACAGTCTAAAGAAAGCACTG
ATGATGAGAGGTCTAATCCCAGAGTGCTGTGCTGTTTACAGAATTCAGGATGGAG
AGAAGAAACCAATTGGTTGGGACACTGATATTTCCTGGCTTACTGGAGAAGAATT
GCATGTGGAAGTGTTGGAGAATGTTCCACTTACAACACACAACTTTGTACGAAAA
ACGTTTTTCACCTTAGCATTTTGTGACTTTTGTCGAAAGCTGCTTTTCCAGGGTTTC
CGCTGTCAAACATGTGGTTATAAATTTCACCAGCGTTGTAGTACAGAAGTTCCAC
TGATGTGTGTTAATTATGACCAACTTGATTTGCTGTTTGTCTCCAAGTTCTTTGAA
CACCACCCAATACCACAGGAAGAGGCGTCCTTAGCAGAGACTGCCCTAACATCTG
GATCATCCCCTTCCGCACCCGCCTCGGACTCTATTGGGCCCCAAATTCTCACCAGT
CCGTCTCCTTCAAAATCCATTCCAATTCCACAGCCCTTCCGACCAGCAGATGAAG
ATCATCGAAATCAATTTGGGCAACGAGACCGATCCTCATCAGCTCCCAATGTGCA
TATAAACACAATAGAACCTGTCAATATTGATGACTTGATTAGAGACCAAGGATTT
CGTGGTGATGGAGCCCCTTTGAACCAGCTGATGCGCTGTCTTCGGAAATACCAAT
CCCGGACTCCCAGTCCCCTCCTACATTCTGTCCCCAGTGAAATAGTGTTTGATTTT
GAGCCTGGCCCAGTGTTCAGAGGATCAACCACAGGTTTGTCTGCTACCCCCCCTG
CCTCATTACCTGGCTCACTAACTAACGTGAAAGCCTTACAGAAATCTCCAGGACC
TCAGCGAGAAAGGAAGTCATCTTCATCCTCAGAAGACAGGAATCGAATGAAAAC
ACTTGGTAGACGGGACTCGAGTGATGATTGGGAGATTCCTGATGGGCAGATTACA
GTGGGACAAAGAATTGGATCTGGATCATTTGGAACAGTCTACAAGGGAAAGTGG
CATGGTGATGTGGCAGTGAAAATGTTGAATGTGACAGCACCTACACCTCAGCAGT
TACAAGCCTTCAAAAATGAAGTAGGAGTACTCAGGAAAACACGACATGTGAATA
TCCTACTCTTCATGGGCTATTCCACAAAGCCACAACTGGCTATTGTTACCCAGTGG
TGTGAGGGCTCCAGCTTGTATCACCATCTCCATATCATTGAGACCAAATTTGAGA
TGATCAAACTTATAGATATTGCACGACAGACTGCACAGGGCATGGATTACTTACA
CGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAATAATATATTTCTTCATGAA
GACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGGA
GTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGCACCAGA
AGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATATGCA
TTTGGAATTGTTCTGTATGAATTGATGACTGGACAGTTACCTTATTCAAACATCAA
CAACAGGGACCAGATAATTTTTATGGTGGGACGAGGATACCTGTCTCCAGATCTC
AGTAAGGTACGGAGTAACTGTCCAAAAGCCATGAAGAGATTAATGGCAGAGTGC
CTCAAAAAGAAAAGAGATGAGAGACCACTCTTTCCCCAAGAGAATTTGCAGCCTT
CAAGTAGCCACCATCATGGCAGCATCTGCTCTTATTTCTTAAGTCTTGTGTTCGTA
CAATTTGTTAACATCAAAACACAGTTCTGTTCCTCAAATCTTTTTTTAAAGATACA
AAATTTCCAATGCATAAGCTGATGTGGAACAGAATGGAATTTCCCATCCAACAAA
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AGAGGAAAGAATGTTTTAGGAACCAGAATTCTCTGCTGCCAGTGTTTCTTCAACA
AAAATACCACGAGCATACAAGTCTGCCCAGTCCCAGGAAGAAAGAGGAGAGACC
CTGAATTCTGACCTTTTGATGGTCAGGCATGATGGAAAGAAACTGCTGCTACAGC
TTGGGAGATTTGCTATGGAAAGTCTGCCAGTCAACTTTGCCCTTCTAACCACCAG
ATCAATTTGTGGCTGATCATCTGATGGGGCAGTTTCAATCACCAAGCATCGTTCTC
TTTCCTGTTCTGGAATTTTGTTTTGGAGCTCTTTCCCCTAGTGACCACCAGTTAGTT
TCTGAGGGATGGAACAAAAATGCAGCTTGCCCTTTCTATGTGGTGCGTGTTCAGG
CCTTGACAGATTTTATCAAAAGGAAACTATTTTATTTAAATGGAGGCTGAGTGGT
GAGTAGATGTGTCTTGGTATGGAGGAAAAGGGCATGCTGCATCTTCTTCCTGACC
TCCGGGGTCTCTGGCCTTTTGTTTCCTTGCTCACTGAGGGGTCTGTCTAACCAAGC
AGGCTAGATAGTGCTGGCACACATTGCCTTCTTTCTCATTGGGTCCAGCAATGAA
GATAAGTGTTTGGGTTTTTTTTTTTTCCTCCACAATGTAGCAAATTCTCAGGAAAT
ACAGTTTATATCTTCCTCCTATGCTCTTCCAGTCACCAACTACTTATGCGGCTACT
TTGTCCAGGGCACAAAATGCCGTGGCAGTATCTAACTAAACCCCCACAAAACTGC
TTAATAACAGTTTTGAATGTGAGAAATTTAGATAATTTAAATATAAGGTACAGGT
TTTAATTTCTGAGTTTCTTCTTTTCTATTTTTATTAAAAAGAAAATAATTTTCAGAT
TTAATTGAATTGGAAAAAAACAATACTTCCCACCAGAATTATATATCCTGAAAAT
TGTATTTTTGTTATATAAACAACTTTTAAGAAAGATCATTATCCTTTTCTCTACCTA
AATATGAGGAGTCTTAGCATAATGACAAATATTTATAATTTTTCAATTAATGGTA
CTTGCTGGATCCACACTAACATCTTTGCTAATAATCTCATTGTTTCTTCCAACTGA
TTCCTAACACTATATCCCACATCTTCTTTCTAGTCTTTTATCTAGAATATGCAACCT
AAAATAAAAATGGTGGCGTCTCCATTCATTCTCCTTCTTCCTTTTTTCCCAAGCCT
GGTCTTCAAAAGGTTGGGCAATTTGGCAGCTGAATTCCCAGACAGAGAATAGAG
CAATTTTAGGGATATTAGGACTGAGGGAGGGTGTGGGAAAGCTGTCATCAGTTGT
TTTTATAGAAAGAACTGGCATTCATTAAGAACCTAAATCTTATCTTTGCACAAAT
GGAAAATATAACCTAGTTATAGCTTCCTTTGGCCTTTATTAAAGGGTAATATCAAT
CACAGTCATAGCAAAGAAAGCGGATGTATTAATGGCAAATTAATGGAAAACCTC
CCTTATCAGGAATCTAGACTCAGAATTTAGGAACACAAATCAAATCAGACCAACC
AAGCTATAGCCAAGGACTTGAAAGAAATTAAACAAGACCCAGAATAAATCAAGG
AATTAGAAATTGTTATTTAAAAATTTCAGATTGTAACTCCAGGCCCTGCTGTCTAT
ATTGCAGCCACTAAAAGCTCACTACCATTAGATTTTTGCTAACATACATGTATTCA
GAAGAAAGCCTATTGAAATTTTCATTGTCTTGTAAAAGGTTGTCCTAGTAAAATG
GAAAAGATCCTTAAGTTATTAATCAGTTTGAAAAGCAAATTTGTTTTTAAGTTTTA
CATCAGCAGGGCAGTGTCTTACAAAATTCAGAAATTGCAAAGGTGGAAATAATTC
ACGCTGATTTGAAGAACATCTTCTGTGCAATAATACTGCCTCTCTTGAAAAGCATT
GGCTGTTTTTTCTTTTTAAATATATCTCTAGATGCTTTTAAATGTGGCTGTGTTCCC
TTTACCAAGATTGGCTTCAAGTTTCCGCAGGTAGAGAGACCTGGGCTTGAACAAG
AGGATGTGTTTCATGTCCTGCTGAGGAGGTAGAACATGTGCAGCCTGGGTCCGGG
ACTGCCTCCGTGGGGCAGGGGCAGGGGCGGTACCATTAGGGAGGAAGCTTAGCA
TTTCAGTTTCTTAAACAATATTCAGGGTGATACACTTTTTCTTCCCTTGCATTTTAG
AATAGGCTGGTATCTCATTTGAACGGGGGAGCAGACTTGATCTCAAATGAAGCTG
TGCCCAGGAGCCAGGCTTAGCATATTGAGATTTTTATAGATACCTTAAAAAATAA
AATATTTAAACCTCTCTTTTCTTCCTTTTTCTATGAAATAGGTTTTTTCTCTAGTTT
ACAAATGACATGAAAATAGGTTTTATTTGTGTTTTATCTGCTTTATTTTTTGATGCT
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TAGACAACAGTTAGACTTACTGAGCTCCTAAAAAAACGAGGAAGAAGTCCTTATT
TGTGAAAAGCACTTTATGAGTAATTGTATAGACAGTATGTGGCTGCGTCACTGAT
CATCTTGTAAGGGTGTAACAGTCTTGTCTGTAAAGTGGCTGCAGTGCCTTCTGTAG
TGTGTTTTATTTTTGGTAGGGAGAGGTGAAGCCTTCTGAAAAATTTGAGAGCAAC
TACAGAGGATTGTTTGTAACTGTGTAGTATTCCTGATGGACTTTTTTCATCGTTAG
AGTCAAGGACCTAGACTTTTGCCACTGAAATAATATTGACCAAAAAAATAGTTTA
TAAAAGGGATTTGTGAATAGAAAATTCAGTGTGATCATTTGTTGTTAATGTGCAC
CTTAAAAGAAGATTCTGTCTAGCTGTCAAATTCTGGTTCCCGAATATCTCACCCCT
GATTGTATTTGAGATCTAGTAGGGCATACTGGGGCATTTTAGAAGATAAAATCCC
ATACAAATGATATATGCTATATTTATGTTGGTGTTGGAGAAGAAAGAGCAGTATA
TAAAGAAATAATTCAAGACTGCAGCACTGTCAACCTGAAACTTTGTAAATATTTC
CTAGCTTCTGGTTTGGTGCGGTGACAGCACTTTCATCACAGGATGTTACCTTGTAT
TCACCAGGCGGAGTGCGAGCTGCTGCACATCCTCCTCAGATCTCACCTGTCCCCA
CTGTACATCCACCCGCCAGCTGCTTGCAAACCTCATCTCTAGCTTTAGTTCGAAAC
CACATTGCAGGGTTCAGGTGACCTCTACAAAAAACTACCTCTTCAGAATGAGGTA
ATGAATAGTTATTTATTTTAAAATATGAAAAGTCAGGAGCTCTAGAACATGACGA
TGATTTAAGATTTTAACTTTTTTGTGTACTTGTATTTGAGCACTCTCATTTTGTCCT
AAAGGGCATTATACATTTAAGCAGTAATACTGTAAAAAAATGTGTTGCTCGGAAT
ATCTGAATGTTGTTGAAAGTGGTGCCAGAACCGGTTTAGGGGTACGTTTCAGAAT
CTTAACCTTGAGTCAATTGCATGAAATTAAATAGCTGTGGTATCACTTCACTAAC
AGTGATGTAATTTTAATTTTCAGTAGGCTTGGCATGACAGTACATCCTCATAATGA
GTTTGCTGCAGCTTTGTCACATGCACAGGCATTCATAGAAAGACCACCCAGCTAA
GAGGGTAGAATGATTACTCTTTTTGCAAGATTCTCTTCTTTGTCCAAGTTGGCATT
GTTAGTGCTAGGAATACCAGCACCTTGAGACGAGCAGATTCCAACCATTAGGCTA
TAAACACCATAGCCAGAGATGGAAGGTTTACTGTGAGTATGAACAGCAAATAGC
TTACAGGTCATGAGTTGAAATGGTGTAGGTGAGGCTCTAGAAAAATACCTTGACA
ATTTGCCAAATGATCTTACTGTGCCTTCATGATGCAATAAAAAAGCTAACATTTTA
GCAGAAATCAGTGATTTGTGAAGAGAGCAGCCACTCTGGTTTAACTCAGCTGTGT
TAATAATTTTTAGAGTGCAATTTAGACTGCATAGGTAAATGCACTAAAGAGTTTA
TAGCCAAAATCACATTTAACAATGAGAAAACACACAGGTAAATTTTCAGTGAAC
AAAATTATTTTTTTAAAGCACATAATCCCTAGTATAGTCAGATATATTTATCACAT
AGAGCAACTAGGTTGCAAATATAGTTCAGTGACATTTCTAGAGAAACTTTTTCTA
CTCCCATAGGCTCTTCAAAGCATGGAACTTTTATACAACAGAAATGTTGACAGAA
ATTGCTGTAGTTTAGGGTTGAAGTACTGTATGATGGGCAGCAATCATGTATTAAC
TTAGAAGGGGAAATTGAAATATAGGACCGAATTTGGTTTTATCAGTTTCCAGAGT
ACTGCTGCCAACCTAGACACTGATTTTTCAGAGTTTGAAATGTAAATTTCTTCCCG
GGACTTGATTGCACATGAAGCTGGACTGCGTTAGTCATCCTGTCCCAAAGCGCTG
TGGGGGCCAGGGTGGAGGTCTCAAGGCATCCTTTATGACCTGGCCATTGGATGTA
AAAGAAAACATATTCCATGCTGTGGTTCTTGTATCTTGTTTCATTCCTCACCATTG
AAAGAGAAAGTCCATGTATTGTCTCCAGCACATCCTTGAAATGTTATACTGGGAT
GGATTACTGATGCCCATCGGTAGTTGAGCCCCAGAAGAGGGTAGTAGCATCTCTG
CCTCAGGTGATGATTTGTAGCTTGGCCAGAGGAGAGCGGAGTCACCAGTATATCT
GTGGTCCATGTTGCTAGCTCTGGTAAAATTAAAAATACTGGTAAGATGTTTGTTTT
ATTAGTACACTAGACAGTAAGCTCTGTTTTGTTGTTTTCAAATAACCTATTTTCAC
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TTTTGTTTGGGCAAAGACATTTAAATTGAAATTCAATTCTAATTTTTGTTAATTGT
GGAAAGGGTAATTAACAGTTCCTATCAGGTATTTTTAATGTGGAAAAGGACAGAA
ACCCAACTCCTAAAATCTTAAATTAAGGTAACAGTGCTTTAAAAAAAAAAAATGC
ATGGGGCAATTAGTCGGCAACTCAATGAGTGACTAAAGTACTTTTATTTAACATC
CACAACTTCAACTGTTAAGTTTTATTAATTACTAAATCAGCTTTATTAAAATGTTG
ACATTTATTTAGCTATTTTGAATAATTATAGTGACTTGACGAGTGTGTATGAGGAC
ACAGCCAATGTAAGCCAGTGTATCCATTTTTTAGAGGTGCATTTTTTTTTAAAGAA
TTCTGTAGATAGAAGTGCTCTGAAAACAACTAAAATATGTTTATTCATGGTAGTA
TCAAAAAATGTTTGTACAAACCATCTGCTTCTCCCGGCCAGCCGAGTTCATTCTCC
AGCACCGTGACCGCTGGTTCTCATGTACAGCACATATGCGGGAGAGTTGGCAGAA
AATTTGTGAAGAGATGCCGCAAAGGAAGGGTCTGTTGACGGGTGGGATTGGGGG
TTTTGATGAAGTTGCTTAGTCCTGGTTTTGTTTTGAAAATTACTGCGTTGCATTTTT
GTGTTAAGTTTTTGAACCCACGTGTGTTTTGGTGGAGTATGAGTTGGAAGTCACTG
CAAACTAGCATAAACAACAAAGCTCACAGAGTAGGCACAGATGTAGAGAACAGA
GACCAAAATGGGGTGAGGTGGCAGTAAATCTAGGATAGGGAAAAATTAATGTGA
GGGTGGGAAATAAACTGTAATTACCTGAAATCAAATGTAAGAGTGCAATAAGTA
TGCTTTTTATTCTAAGCTGTGAACGGTTTTTTTAAGAATCATTCCTTCCTAATACAT
TTGTGTATGTTCCATAGCTGATTAAAACCAGCTATATCAACATATAATGCCTTTTT
ATTCATGTTAATGACCAACGTAAGTGGCTAGCCTTTATGTCTTATTTATCTTCATG
TTATGTTAGTTTACATACAGGGGTGTATGTCTCTGTGCTGTCCCCTTCTCCTGCCTT
CATTTTAAAATGCATCCATGGGTCCTCCGTGTTTCCTTTGGCCATGCCACATATAT
AGACTCAGTTTGGCCTTCATGATATCGCCTGATTTTTGAGGACTGTATCACAGTGA
TATGTATTTGTGGTAATCTCATTTGTTGGTTGTACATCTGATCCTTTCCTCAACATG
GCAATTGCTGCCTTTCCTAAGATAGGATCATACAACTGATCAGGGGATTGAATTT
GATCATTCATCAACATGTGTCTCTGAATTTTATTCAGTAGTTGTCATTGCTCTTTG
GTTTAGACCAAGAAAAAGGAAATCCCCCCTTTTCATGTATTCCTTGGTTTGAGGA
CATGACTCCTGTAAGGGAGAGGAAAGGGAGATGCTTCCTGTTTGAACTGCAGTGA
ATTCACGGTTCCTGTTTCACCACTCCAAACCTTATGGCGACTCACACACACATTCC
TCTTTTCTGTTACTGCCAAAGGTTCGGGTTTAGTACACTTCAGTTCCACTCAAGCA
TTGAAAAGGTTCTCGTGGAGTCTGGGGCGTGCCCAGTGAAAAGATGGGGACTTTT
TAATTGTCCACAGACCTCTCTATACCTGCTTTGCAAAAATTACAATGGAGTAACT
ATTTTTAAAGCTTATTTTTCAATTCATAAAAAAGACATTTATTTTCAGTCAAATGG
ATGATGTCTCCCTCTTTTCCCCTATTCTCAATGTTTGCTTGAATCTTTTATTATTTTI
TTTAATTCTCCCCCATACCCACTTCCTGATACTTTGGTTCTCTTTCCTGCTCAGGTC
CCTTCATTTGTACTTTGGAGTTTTTCTCATGTAAATTTGTATAACAGAAAATATTG
TTCAGTTTGGATAGAAAGCATGGAGAATAAAAAAAGATAGCTGAAATTCAGATT
GAAGAAATTTATTTCTGTGTAAAGTTATTTAAAAACTGTATTATATAAAAGGCAA
AAAAAGTTCTATGTACTTGATGTGAATATGCGAATACTGCTATAATAAAGATTGA
CTGCATGGAGAAGTC

>CDS 16868048.1

ATGGCCGGAGCGGCGGCGGCGGTGGCCGCGGGAGCAGCAGCTGGAGCLCGLCGLG
GCAGCCGTGTCGGTGGCGGCTCCCGGCCGGGCCTCGGLGLLCTCCGLLGLLeeeeaL
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CCGTGTACTGTGTGTGCCGGCAGCCGTACGACGTGAACCGCTTCATGATCGAGTG
CGATATCTGCAAGGACTGGTTCCACGGCAGGTGTGGAATATCAAACAAATGATTA
AGTTGACACAGGAACATATAGAGGCCCTATTGGACAAATTTGGTGGGGAGCATA
ATCCACCATCAATATATCTGGAGGCCTATGAAGAATACACCAGCAAGCTAGATGC
ACTCCAACAAAGAGAACAACAGTTATTGGAATCTCTGGGGAACGGAACTGATTTT
TCTGTTTCTAGCTCTGCATCAATGGATACCGTTACATCTTCTTCCTCTTCTAGCCTT
TCAGTGCTACCTTCATCTCTTTCAGTTTTTCAAAATCCCACAGATGTGGCACGGAG
CAACCCCAAGTCACCACAAAAACCTATCGTTAGAGTCTTCCTGCCCAACAAACAG
AGGACAGTGGTACCTGCAAGGTGTGGAGTTACAGTCCGAGACAGTCTAAAGAAA
GCACTGATGATGAGAGGTCTAATCCCAGAGTGCTGTGCTGTTTACAGAATTCAGG
ATGGAGAGAAGAAACCAATTGGTTGGGACACTGATATTTCCTGGCTTACTGGAGA
AGAATTGCATGTGGAAGTGTTGGAGAATGTTCCACTTACAACACACAACTTTGTA
CGAAAAACGTTTTTCACCTTAGCATTTTGTGACTTTTGTCGAAAGCTGCTTTTCCA
GGGTTTCCGCTGTCAAACATGTGGTTATAAATTTCACCAGCGTTGTAGTACAGAA
GTTCCACTGATGTGTGTTAATTATGACCAACTTGATTTGCTGTTTGTCTCCAAGTT
CTTTGAACACCACCCAATACCACAGGAAGAGGCGTCCTTAGCAGAGACTGCCCTA
ACATCTGGATCATCCCCTTCCGCACCCGCCTCGGACTCTATTGGGCCCCAAATTCT
CACCAGTCCGTCTCCTTCAAAATCCATTCCAATTCCACAGCCCTTCCGACCAGCAG
ATGAAGATCATCGAAATCAATTTGGGCAACGAGACCGATCCTCATCAGCTCCCAA
TGTGCATATAAACACAATAGAACCTGTCAATATTGATGACTTGATTAGAGACCAA
GGATTTCGTGGTGATGGAGCCCCTTTGAACCAGCTGATGCGCTGTCTTCGGAAAT
ACCAATCCCGGACTCCCAGTCCCCTCCTACATTCTGTCCCCAGTGAAATAGTGTTT
GATTTTGAGCCTGGCCCAGTGTTCAGAGGATCAACCACAGGTTTGTCTGCTACCC
CCCCTGCCTCATTACCTGGCTCACTAACTAACGTGAAAGCCTTACAGAAATCTCC
AGGACCTCAGCGAGAAAGGAAGTCATCTTCATCCTCAGAAGACAGGAATCGAAT
GAAAACACTTGGTAGACGGGACTCGAGTGATGATTGGGAGATTCCTGATGGGCA
GATTACAGTGGGACAAAGAATTGGATCTGGATCATTTGGAACAGTCTACAAGGG
AAAGTGGCATGGTGATGTGGCAGTGAAAATGTTGAATGTGACAGCACCTACACCT
CAGCAGTTACAAGCCTTCAAAAATGAAGTAGGAGTACTCAGGAAAACACGACAT
GTGAATATCCTACTCTTCATGGGCTATTCCACAAAGCCACAACTGGCTATTGTTAC
CCAGTGGTGTGAGGGCTCCAGCTTGTATCACCATCTCCATATCATTGAGACCAAA
TTTGAGATGATCAAACTTATAGATATTGCACGACAGACTGCACAGGGCATGGATT
ACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAATAATATATTTCT
TCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTGAAATCT
CGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGG
CACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGT
ATATGCATTTGGAATTGTTCTGTATGAATTGATGACTGGACAGTTACCTTATTCAA
ACATCAACAACAGGGACCAGATAATTTTTATGGTGGGACGAGGATACCTGTCTCC
AGATCTCAGTAAGGTACGGAGTAACTGTCCAAAAGCCATGAAGAGATTAATGGC
AGAGTGCCTCAAAAAGAAAAGAGATGAGAGACCACTCTTTCCCCAAGAGAATTT
GCAGCCTTCAAGTAGCCACCATCATGGCAGCATCTGCTCTTATTTCTTAAGTCTTG
TGTTCGTACAATTTGTTAACATCAAAACACAGTTCTGTTCCTCAAATCTTTTTTTA
AAGATACAAAATTTCCAATGCATAAGCTGA
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>Fusion_1: KDM7A-BRAF translation_of CDS_NP_085150.1-

NP_004324.2 PCO37_CDSIMAGAAAAVAAGAAAGAAAAAVSVAAPGRASAPPPPPP
VYCVCRQPYDVNRFMIECDICKDWFHGRCGISNK*LS*HRNI*RPYWTNLVGSIIHHQ
YIWRPMKNTPAS*MHSNKENNSYWNLWGTELIFLFLALHQWIPLHLLPLLAFQCYLH
LFQFFKIPQMWHGATPSHHKNLSLESSCPTNRGQWYLQGVELQSETV*RKH***EV*S
QSAVLFTEFRMERRNQLVGTLIFPGLLEKNCMWKCWRMFHLQHTTLYEKRFSP*HFV
TFVESCFSRVSAVKHVVINFTSVVVQKFH*CVLIMTNLICCLSPSSLNTTQYHRKRRP*
QRLP*HLDHPLPHPPRTLLGPKFSPVRLLQNPFQFHSPSDQQMKIIEINLGNETDPHQLP
MCI*TQ*NLSILMT*LETKDFVVMEDQPQVCLLPPLPHYLAH*LT*KPYRNLQDLSEK
GSHLHPQKTGIE*KHLVDGTRVMIGRFLMGRLQWDKELDLDHLEQSTRESGMVMW
Q*KC*M*QHLHLSSYKPSKMK*EYSGKHDM*ISYSSWAIPQSHNWLLLPSGVRAPACI
TISISLRPNLR*SNL*ILHDRLHRAWITYTPSQSSTETSRVIIYFFMKTSQ*K*VILV*LQ*
NLDGVGPISLNSCLDPFCGWHQKSSECKIKIHTAFSQMYMHLELFCMN**LDSYLIQT
STTGTR*FLWWDEDTCLQISVRYGVTVQKP*RD*WQSASKRKEMRDHSFPKFSPLLS
CWPAHCQKFTAVHQNPP*IGLVSKQRILVYMLVLLQKHPSRQGDMVRFLST
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ANEXO A - Aprovacado do comité de ética

/AR, HOSPITAL LUXEMBURGO / o
-leh MARIO PE. FUNDAGAO MARIO PENNA/ %M e
ASSOCIAGAO MARIO PENNA -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE PAINEIS DE BIOMARCADORES COMO INSTRUMENTOS
PREDITIVOS DE PROGNOSTICO E RESPOSTA CLINICA AO TRATAMENTO DO
CANCER DO COLO UTERINO, OVARIO E MAMA: ESTRATEGIA PARA UMA
ONCOLOGIA PERSONALIZADA

Pesquisador: PAULO GUILHERME DE OLIVEIRA SALLES

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 3

CAAE: 82703418.8.0000.5121

Instituicdo Proponente: ASSOCIACAO MARIO PENNA
Patrocinador Principal: ASSOCIACAO MARIO PENNA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.482.025

Apresentagao do Projeto:

DESENVOLVIMENTO DE PAINEIS DE BIOMARCADORES COMO INSTRUMENTOS PREDITIVOS DE
PROGNOSTICO E RESPOSTA CLINICA AO TRATAMENTO DO CANCER DO COLO UTERINO, OVARIO
E MAMA: ESTRATEGIA PARA UMA ONCOLOGIA PERSONALIZADA.

Parecer consubstanciado Numero 2.481.746 d 1° de fevereiro de 2018.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivos previamente avaliados e aprovados no parecer consubstanciado Numero 2.481.746 d 1° de
fevereiro de 2018.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos e Beneficios previamente avaliados e aprovados no parecer consubstanciado Numero 2.481.746 d 1°
de fevereiro de 2018.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Comentarios e Consideragdes pertinentes ao estudo foram previamente descritos no parecer
consubstanciado Numero 2.481.746 d 1° de fevereiro de 2018.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
TCLE foi elaborado de acordo com as solicitagdes de adequagdo pontuadas no parecer consubstanciado
Numero 2.481.746 d 1° de fevereiro de 2018.

DECLARAGAO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL: de acordo, porém solicita-se
corrigir o nome do projeto (E "Desenvolvimento..." e ndo "Descoberta...").

CARTA DE ANUENCIA: de acordo, porém solicita-se corrigir o nome do projeto
(E "Desenvolvimento..." e ndo "Descoberta...").

ORCAMENTO: de acordo, porém informagdes de valores estédo divergentes no projeto de pesquisa (paginas
5e6).

Recomendacoes:

Recomenda-se:

- Realizar adequagdes no titulo do projeto na Declaragdo de Compromisso do Pesquisador;

- Realizar adequagdes no titulo do projeto na Carta de Anuéncia;

- Realizar adequacgdes no projeto de pesquisa quanto ao orgamento previsto.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Conclui-se que as recomendacgdes indicadas para corregcdo ndo impedem a aprovagéo do projeto de
pesquisa para inicio da mesma, sendo assim o projeto sera considerado como aprovado. Solicita-se o envio
dos documentos com as corregdes das inadequagdes indicadas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o CEP do Instituto Mario Penna, de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugéo
466/12 e na Norma Operacional 001/2013 do CNS, manifesta-se pela aprovagaodo projeto de pesquisa
supracitado.

Recomendamos envio de relatérios semestrais a respeito do estudo ao CEP do IMP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1067815.pdf 15:14:54
TCLE / Termos de | TCLESubmissaoCEP.pdf 01/02/2018 | PAULO GUILHERME| Aceito
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Assentimento / TCLESubmissaoCEP.pdf 15:14:40 |DE OLIVEIRA Aceito
Justificativa de SALLES
Auséncia
Projeto Detalhado / [PRONON_12_2015.pdf 25/01/2018 | PAULO GUILHERME| Aceito
Brochura 16:40:15 |DE OLIVEIRA
Investigador SALLES
Declaragéo de Termo_Compromisso.pdf 25/01/2018 | PAULO GUILHERME| Aceito
Pesquisadores 16:34:38 |DE OLIVEIRA
SALLES
Declaragéo de Carta_Anuencia_SES.pdf 25/01/2018 | PAULO GUILHERME| Aceito
Instituicéo e 16:34:31 |DE OLIVEIRA
Infraestrutura SALLES
Declaragéo de Carta_Anuencia_IMP.pdf 25/01/2018 |PAULO GUILHERME| Aceito
Instituicao e 16:34:23 |DE OLIVEIRA
Infraestrutura SALLES
Folha de Rosto Folha_Rosto_ PRONON.pdf 25/01/2018 | PAULO GUILHERME| Aceito
16:34:05 |DE OLIVEIRA
SALLES
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
BELO HORIZONTE, 01 de Fevereiro de 2018
Assinado por:
Stella Sala Soares Lima
(Coordenador)
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